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Abstract

This work is part of the study of the interaction between the chitosan biopolymer and
the epirubicin chemotherapy through the analysis of the results of simulations
performed in the GROMACS program. The literature review provided the basis for
the use of molecular dynamics and the choice of chitosan and epirubicin to model our
systems. The procedures adopted involved the generation of the topology of
molecules in the OPLS-AA (Optimized potentials for liquid simulations-all-atom) force
field, which is a robust force field having the advantage, offered by the option (AA), of
treating the atoms separately. All methodology used has been adjusted for this force
field. First, the assignment of atom loads was made by calculating loads RESP
(Restrained Eletrostatic Potential). Later, the loads of negative hydrogen atoms were
replaced by values consulted in the force field assigning the same load value to
identical groups. The micro-species curves of epirubicin obtained in the
MARVINSKETCH program provided the majority structure at pH (7.4; 9; 10). After the
preparation of the PDB files of the structures it was made the calculation of molecular
anchorage in the autodock progrgram. Then three systems formed by a chitosan
filament and an epirubicin molecule were modeled. The molecular dynamics
calculations for these systems were aimed at characterizing how chitosan interacts
with epirrubicin. However, the results showed that the molecules are inert and the
systems are very unstable. The discussion of the results was reinforced by
calculations of the number of hydrogen bonds and the minimum distance between
the chitosan and the epirrubicin. In order to deepen the analysis of the results, a
system with four times the chitosan mass was modelled. The results confirmed that
the complex is not formed and showed the importance of performing a previous
characterization by molecular dynamics, before the execution of experimental

procedures.
Keywords: Molecular Dynamics, Chitosan, epirubicin, interaction,

controlled delivery.




Resumo

Esse trabalho consiste no estudo da interagdo entre o biopolimero quitosana e o
quimioterapico epirrubicina através de analise de resultados de simulagdes
efetuadas no programa GROMACS. A realizagdo da revisao da literatura forneceu
as bases que motivaram o uso da dinamica molecular e a escolha da quitosana e da
epirrubicina para modelar nossos sistemas. Os procedimentos adotados envolveram
a geracao da topologia das moléculas no campo de forca OPLS-AA (Optimized
potentials for liquid simulations-all-atom), o qual € um campo de forga robusto tendo
a vantagem, oferecida pela opcao (AA), de tratar os atomos separadamente. Toda
metodologia empregada foi ajustada para esse campo de forga. Primeiramente, a
atribuicdo de cargas dos atomos foi feita calculando cargas RESP (Restrained
Eletrostatic Potential). Posteriormente, as cargas de atomos de hidrogénio negativos
foram substituidas por valores consultados no campo de forga atribuindo o0 mesmo
valor de carga a grupos idénticos. As curvas de microespécies da epirrubicina obtida
no programa MARVINSKETCH forneceu a estrutura majoritaria a pH (7,4; 9; 10).
Apos o preparo dos arquivos PDB das estruturas foi feito o calculo de ancoragem
molecular no programa autodock. Em seguida foram modelados trés sistemas
formados por um filamento de quitosana e uma molécula de epirrubicina. Os
calculos de dindmica molecular para esses sistemas tiveram em vista a
caracterizagdo da forma como a quitosana interage com a epirrubicina. Porem, os
resultados mostraram que as moléculas s&o inertes e os sistemas sao muito
instaveis. A discussdo dos resultados foi reforcada por calculos do numero de
ligagbes de hidrogénio e de minima distancia entre a quitosana e a epirrubicina. A
fim de aprofundar a analise dos resultados foi feita a modelagem de um sistema com
massa de quitosana quatro vezes maior. Os resultados confirmaram que o complexo
nao se forma e mostraram a importancia da realizagdo de uma caracterizagao prévia
por dindmica molecular, antes da execugao de procedimentos experimentais.

Palavras-chaves: Dinamica molecular, Quitosana, Epirrubicina, interacao, liberagao

controlada.
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1. Introducao e Justificativa

Nos dias de hoje o padrdo de exigéncias para se alcangar um critério
satisfatorio de caracterizacdo dos materiais € cada vez maior de forma que se torna
indispensavel ao quimico conhecer e utilizar a dindmica molecular (DM) como parte
principal ou integrante de seus trabalhos. N&o obstante, muitos dos erros cometidos
durante a realizacdo de trabalhos experimentais poderiam ser evitados através da
analise de experimentos in silico. Essa avaliagdo prévia se reflete em ganho de
tempo e evita desperdicio de reagentes minimizando os impactos ambientais
causados pela manipulagdo de reagentes. No estudo e desenvolvimento de
nanoparticulas (NPs) a DM vem elevando o nivel de detalhamento dos sistemas de
forma revolucionaria (Yetisgin, Cetinel, Zuvin, Kosar, 2020). Devido a esse grande
potencial analitico e a necessidade de lidar com aspectos atomisticos dos sistemas
escolhemos a DM para estudar a interagdo entre uma nanoparticula de quitosana
(QT) e uma epirrubicina (EPI). Salientamos que a escolha dessas moléculas foi
motivada pela adequacado de suas propriedades a aplicagbes medicinais como o
desenvolvimento de sistemas de transporte e liberagdo controlada de farmacos
(Quinones, Peniche, Peniche, 2018). Em especial o encapsulamento de EPl em QT
pode ajudar a reduzir a toxicidade cardiaca da EPI (Chen, Nan, Wei, Wang, 2016),
proteger o farmaco da degradacdo na corrente sanguinea (Tariq, Alam, Singh,
Panda, 2016) e melhorar a sua eficiéncia terapéutica trazendo muitos beneficios as
pessoas que precisam utilizar esse medicamento (Xu, Zuo, Chen, Wang, 2017).
Entretanto, para alcangar essa meta € preciso conhecer os mecanismos envolvidos
no funcionamento das NPs por isso o entendimento da interacao entre a EPl e a QT
pode ser o ponto de partida para o desenvolvimento de novas formulagdes.

Esperamos que nossos estudos de modelagem das moléculas de quitosana e
epirrubicina no campo de forca OPLS-AA sirvam de referéncia para pesquisas

futuras de caracterizacao de complexos quitosana-epirrubicina, QT-EPI.
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2. Moléculas estudadas

Os sistemas aqui estudados sao constituidos pela estrutura do biopolimero
quitosana e do antibidtico epirrubicina. Vejamos a seguir algumas particularidades

dessas moléculas.

2.1. A quitosana

Estruturalmente, a quitosana pode ser definida como um biopolimero
constituido por dois tipos de monédmeros um acetilado formado por unidades 2-
acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e outro ndo acetilado formado por unidades 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose (Sultankulov, Berillo, Sultankulova, Tokay, Saparov,
2019). Esses monémeros estdo unidos entre si por ligagdes glicosidicas B(1—4),
Figura 1. A natureza disponibilizou diversas fontes de extragdo da matéria prima
utilizada para a produgao da quitosana, através da quitina encontrada na parede de
fungos, no exoesqueleto de insetos e na carapaca de crustaceos (Lopes, Junior,
Scheidt, Soares, Chagas, 2017). Porem, por ser um biopolimero muito promissor
para diversas aplicacbes a producdo de quitosana interessa as industrias
distribuidas por todo o planeta. De tal forma que a conversado parcial dos grupos
amida da quitosana em grupos amina, chamada de desacetilagdo € um dos
principais meétodos utilizados para atender ao aumento da demanda por esse
biopolimero (Laranjeira, Favere, 2009). A principio poderiam ser utilizados tanto
acidos quanto bases na desacetilacdo da quitina, entretanto a desacetilagao alcalina
preserva melhor a estrutura basica da quitina, pois os acidos interagem com as
ligacdes glicosidicas. A N-desacetilagdo da quitina pode seguir por via homogénea
ou heterogénea. A via homogénea, na qual a quitina é tratada com uma solugéo
concentrada quente de NaOH durante algumas horas levam a produgédo de
quitosana insoluvel. Enquanto pela via heterogénea a quitina é desacetilada por
solucédo de 30g de NaOH em 45¢g de agua a 25 °C durante 3h ou mais, seguida da
dissolugdo em gelo a 0°C e leva a produgédo de quitosana soluvel com um grau de
acetilagcao entre 48%-55%. Pois, uma vez que as unidades D-glicosamina conferem

solubilidade a quitosana o predominio dessas unidades e a distribuicdo dos grupos
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N-acetil influenciam fortemente a sua solubilidade e sdo uma vantagem oferecida
pelo método homogéneo devido a realizagdo da desacetilagdo uniformemente ao
longo da cadeia de quitosana (Younes, Rinaudo, 2015). A quitosana obtida da
desacetilagdo parcial da quitina torna-se soluvel em meio acido aquoso quando o
grau médio de acetilacdo € inferior a 50%. De fato, este limite depende da
distribuicdo dos grupos acetila ao longo das cadeias (Younes, Rinaudo, 2015).

Dessa forma, a quitosana pode ser caracterizada principalmente pela sua massa
molecular, grau de acetilagio e distribuicao dos grupos N-acetil.

Figura 1: Estrutura dos mondmeros da quitosana. A) 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, B) 2-
acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose.

A)

HO

Fonte: Adaptado de (Xu, Wang, Pack, 2010).

2.2. A epirrubicina

O uso clinico de antraciclinas (ANTs) teve inicio na década de 70 e desde
entdo, elas vém se tornando um componente indispensavel a quimioterapia (Ewer,
2015). As duas antraciclinas mais comumente utilizadas em quimioterapia sao os
epimeros, epirrubicina (EPI) e doxorrubicina (DOX) que se diferem quanto a
epimerizagao axial-equatorial do grupo hidroxila C-4’.

A EPI consiste em um grupo hidrofébico aglicona unido a um anel amino
acucar hidrofilico por uma ligacéo glicosidica. Seu anel aminoagucar é intensamente
explorado na producdo de conjugados com a EPI capazes de manter suas
propriedades anti-cancer (Kmiecik, Krzyscik, Filip-Psurska, Wietrzyk, 2017). A
literatura reporta que antraciclinas com varios anéis agucares causam menos efeitos

colaterais que outros antibioticos tumorais (Ferla, Airoldi, Zona, Orsato, 2011).
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A Figura 2 mostra a relagao estereoisomérica existente entre a EPI e a DOX
destacando o grupo hidroxila equatorial (DOX) e hidroxila axial (EPI) nas estruturas.
O mecanismo de funcionamento de agdo da EPI é analogo ao da DOX, porem,
devido a sua toxicidade reduzida a dose cumulativa da EPIl pode ser maior em
comparagao a DOX. A Tabela 1 relaciona a dose cumulativa maxima das principais
antraciclinas tendo por indice de referéncia o estudo da disfungdo sistélica do
ventriculo esquerdo (DSVE) com faléncia cardiaca (FC). Com relacdo a dosagem
maxima, segundo os dados da Tabela 1, a EPI na forma livre pode atingir doses
cumulativas acima do dobro das recomendadas para a DOX na forma livre
chegando a ser equiparada a DOX na forma lipossomal o que torna a EPI mais
recomendada para o desenvolvimento de novas formulagdes, tendo em vista a
redugao da toxicidade cardiaca.

A epirrubicina € a antraciclina mais recomendada para varios tipos de cancer
como o cancer de seio, ovario, bexiga, intestino e célon de utero, a despeito das
vantagens que o tratamento com EPI oferece, efeitos colaterais graves como a
supressao de medula éssea e as cardiopatias limitam o uso de epirrubicina tal como
o de qualquer outro antibidtico da familia das antracilinas (Taghdisi, Danesh,
Ramezani, Lavaee, 2016).

O cloridrato de epirrubicina se apresenta na forma de uma solugéo
extremamente irritante para os tecidos, devendo ser administrada por via
intravenosa ou intravesical. A EPI é um agente citotoxico e deve ser usado apenas
com acompanhamento médico devido a gravidade dos seus efeitos colaterais como
as cardiopatias as quais podem se apresentar na forma de cardiomiopatias’,
diminuicdo dos batimentos cardiacos, insuficiéncia cardiaca aguda e diversas
alteragbes no eletrocardiograma causadas por epirrubicina (Wyeth, 2019). Alertando
para o fato das disfungdes cardiacas devidas a perda de massa do ventriculo
esquerdo associadas ao uso de EPI poderem ocorrer muitos anos apoés o término do
tratamento prolongando os efeitos da quimioterapia (Lessard, Francis, Sawyer et. al.,
2018).

! A cardiomiopatia € uma alteragdo muscular do coragéo que leva a redugéo da fragdo de ejecéo
ventricular esquerda (FVE, volume do sangue que sai do coracdo). (Wyeth, 2019).
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Quanto as propriedades fisicas, esse medicamento é soluvel em agua,
metanol e cloreto de sddio (0,9%), insoluvel em acetona, benzeno, cloroférmio, éter
etilico e em éter de petrdleo (Alcantara, 2009). Quanto a sua agao € possivel afirmar
que o mecanismo geral das ANTs, acontece por intercalagdo ao DNA, geracao de
radicais livres e inibigdo da topoisomerase Il, todos estes levando a danos ao DNA
(Yang, Kemp, Henikoff, 2016, Henninger, Fritz, 2017).

As acbes citotoxicas deste medicamento tém sido atribuidas a inibicdo da
topoisomerase Il (TOPO IlI), razdo pela qual a EPI é conhecida como veneno de
TOPO IlI, bem como a produgao intracelular de radicais livres (Olinski, Jaruga,
Foksinski, Bialkowski, Tujakowski, 2015).

A eficacia citotoxica da EPI responsavel pela morte tanto de células de
cancer, quanto de células saudaveis pode ser melhorada pelo uso combinado com
formononetina. O mecanismo da terapia com formononetina e epirrubicina se baseia
na geragao de oxigénios citotoxicos (ROs), inibigdo do crescimento celular, alteragao
da distribuicdo do ciclo celular e indugao de apoptose (Lo, Wang, 2013).

As adverténcias mostram que é dificil definir claramente qual a minima
dosagem toxica de um agente quimioterapico, contudo, alguns principios basicos
devem ser seguidos a fim de tomar o cuidado necessario para tornar o tratamento
mais seguro. Esses principios vao desde a escolha da medicacdo até seu uso na
quantidade certa. A opcao pela EPI € recorrente e estimula a pesquisa de
formulagdes capazes de tornar o tratamento mais eficiente com redugéo dos efeitos

colaterais prejudiciais a saude.
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Figura 2: Comparacgao entre as estruturas quimica das ANTSs, a) doxorrubicina (DOX), b) epirrubicina
(EPI). A diferenciagao pelo grupo OH encontra se circulada de verde (DOX) e de vermelho (EPI).

Adaptado de (Charak, 2011)

Tabela 1. Dose cumulativa maxima para a DOX e EPI na forma livre e para a DOX
na forma lipossomal, tendo por base o indice de DSVE/FC.

Antraciclina Cardiotoxicidade relativa indice de DSVE/FC
DOX 1 3-5 % a 400 mg/m?
EPI 0.7 0,9-11,4 % a 900 mg/m?
DOX lipossomal 0.5 2% a 900 mg/m*

Fonte: ( McGowan et. al., 2017).

2.3. Microambiente acido

A quitosana e a epirrubicina sdao moléculas muito sensiveis a variacdo de pH
e essa sensibilidade as tornam viaveis as aplicagcbes que requerem moléculas
capazes de responder as condigdes de pH do meio com alteragbes conformacionais.
Por ser a EPlI um farmaco destinado, sobretudo ao tratamento de cancer, é
interessante conhecer as condigdes de pH do microambiente tumoral. Tecidos
patolégicos, tais como tecidos que sofreram enfartes, cancro, infecgdes,
inflamacodes, apresentam pH diferente dos tecidos normais, em especial, o pH de
tecidos tumorais € mais acido que dos normais. Embora os valores de pH possam
variar dependendo do volume do tumor, tipo e propriedade (por exemplo, se ele é

metastico ou ndo metastico), por norma um valor de pH entre (6,5-7,2) é aceito como
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caracteristica de microambiente tumoral (Mattheolabakis, Rigas, Constantinides,
2012). Uma caracteristica bem conhecida dos tumores e que torna possivel o
planejamento de formulagdes mais inteligentes que aproveitem as caracteristicas
desse meio € o pH acido. Essa propriedade pode também ser associada as
formulagées com gradientes de pH que servem de indutores diretos para melhorar a
liberacdo do farmaco com a possibilidade de tratar inflamagdes para além do tecido
tumoral (Hu, Chen, Gu, 2018). Os mecanismos sensiveis a variagao de pH estdo
baseados na diferengca de pH entre os tecidos normais (~7,4) e o microambiente
tumoral, pH entre (6,5-7,2), ou entre estes e compartimentos intracelulares mais
acidos, endossomos/lisossomos, pH 4-5 e 5-6, respectivamente. As formulacdes pH-
sensiveis mais avangadas tem grande potencial para alcangar maior eficacia
terapéutica, pois aproveitam essa grande diminuicdo de pH e o fato que varios
farmacos e seus carregadores sdo tomados por endocitose e aprisionados nesses
compartimentos, o que as tornam mais especificas ao espaco intracelular, por
liberarem o farmaco apenas mais proximo do nucleo da célula (He, Li, An, Jiang,
2014). Como a variagdo de pH pode provocar a protonagao/desprotonacao de
formulagées com propriedade pH-dependentes, diminuindo assim a estabilidade do
nanosistema e desencadeando o processo de liberagao é de se esperar que a forma
mais estavel das biomoléculas nesse microambiente acido seja a protonada. Devido
a essas condicdes especificas, biomoléculas flexiveis com grupos amino protonaveis
como é o caso da QT e da EPI sao mais adequadas para formulagdes mais eficazes
no microambiente acido (Hu, Chen, Gu, 2018). Vejamos agora como as
propriedades da quitosana e da epirrubicina podem contribuir para a elaboracéo de

complexos, QT-EPI, destinados as condigdes acidas dos tecidos tumorais.
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2.3.1 Quitosana em meio acido

A quitosana pode ser considerada um polissacarideo polieletrénico (Souza,
2016). Em pH inferior a 6,2 os grupos amino da quitosana tornam se protonados e
em valores de pH acima de 6,5 os grupos amino sao reativos gragas ao seu carater
policatidbnico (Moura, 2012). A Figura 3 mostra que o aumento de pH diminui a
solubilidade da quitosana devido a entrada de um proton (H*) no grupo (NH;) e a
medida que o pH diminui a solubilidade diminui devido & saida de (H") deixando os
grupos amina mais disponiveis para reagirem. As cargas positivas da quitosana
podem ser utilizadas no preparo de coloides através de interacdes eletrostaticas
com polianides e para promover a sua internalizagdo nas células. Isso confere a ela
a capacidade de formar complexos estaveis com polinucleotideos anibnicos,
protegendo os da degracdo e melhorando sua adsorgdo pela célula. Esses
biopolimeros catidnicos de quitosana sao usados para transportar acidos nucleicos
(DNA, RNA) destinados a vacinagao genética (Pilipenko, Korzhikov-Vlakh, Sharoyko,
Zhang, 2019).

O desenvolvimento de um sistema complexo de sal de amoénio-quitosana
quaternario com carga positiva permanente possibilitou a solubilizagdo do farmaco
DOX, em uma ampla faixa de pH melhorando a sua interagdo com a membrana
celular das células aproveitando a mencionada sensibilidade da QT a variagao de
pH. O estudo da liberacdo de DOX em pH acido (~4,5) por um sal de amoénio-
quitosana quaternario foi capaz de mostrar o papel do pH do meio fisiolégico na
decomposicdo da QT e liberagdo do farmaco (Soares, Souza, Silva, Ferreira, 2016).

Uma caracteristica importante da QT empregada em nossos estudos é a sua
alta densidade de carga positiva, sendo 50% protonada e 50% desprotonada. Esse
estado de protonacgdo colabora para a interagdo de seus complexos com as ceélulas,
melhora a solubilidade da QT e favorece a liberagdo do farmaco em meio acido,

sendo desejavel, sobretudo na elaboragéo de sistemas pH-sensiveis.
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Figura 3: Esquema representando a variagado de estados protonados da quitosana em diferentes
valores de pH.
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Adaptado de (Moura, 2012).

2.3.2 Epirrubicina em meio acido

A epirrubicina € uma molécula pequena, anfifilica com 12 grupos polares e
sua conformacao é flexivel a variacao de pH do meio. Embora possua muitos grupos
polares, apenas trés desses grupos sao considerados para efeito de variagao de pH,
sendo eles, o grupo amino do anel agucar e as duas hidroxilas do anel fenol. A
Figura 4 mostra o valor do pKa para o anel acucar (pKa4=8,15), para a hidroxila
ligada ao carbono (C11) do anel fenol (pkaz=10,16) e a hidroxila ligada ao carbono
(C6) do anel fenol (pkas3=13,2). Enquanto o grupo amina protonavel confere
caracteristicas basicas, os grupos hidroxila desprotonaveis do anel fenol conferem
caracteristicas acidas a EPI. A presenca e disposicdo geomeétrica desses grupos
polares, bem como as propriedades fisico-quimicas das moléculas como o seu pKa,
determinando o estado de ionizacdo em fungao do pH, exercem influéncia sobre a
eficacia terapéutica do farmaco. Vale salientar que em condigdes fisiologicas a EPI
pode estar presente tanto na forma neutra, quanto na positivamente carregada
(Petit, Suwalsky, Colina, Contreras, 2020).

A estabilidade do cloridrato de epirrubicina comercial em meio acido é
considerada boa, porém este também & muito sensivel a variagdo de pH e o sal
pode se decompor em pH fortemente basico (Scaramel, 2009). As

protonacdes/desprotonacdes se refletem sobre as propriedades fisicas, sendo que a
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EPI apresenta cor laranja em meio neutro, violeta a um pH 11 e azul a pH 13
indicando que ela pode se apresentar em diferentes estados protonados. Essa alta
sensibilidade a variagao de pH pode potencializar a EPI no tratamento de cancer
uma vez que a regiao do tumor apresenta pH acido. Contudo, é possivel que células
mais resistentes ao farmaco apresentem pH basico. A literatura menciona o uso da
EPI encapsulada em nanoparticulas para transporte de farmacos tanto em sua

forma neutra quanto na forma de sal (Liu, R., Li, D., He, B. et. al. 2011).

Figura 4: Estrutura da DOX, elaborada no programa MarvinSketch, na sua forma neutra mostrando
os hidrogénios acidos, a por¢ao hidrofilica e a porgéo hirofébica.

Porcdo hidrofobica

CHS Porcio hidrofiica

Fonte: Adaptado de (Rocha et. al, 2014).

3. Formas de administracao

Certamente, o advento dos primeiros medicamentos manipulados em
laboratérios foi um avango importante em medicina e possibilitou o aumento da
expectativa de vida das pessoas no mundo todo. Entretanto, os avancgos
terapéuticos oferecidos pelas antigas formulacbes esbarraram em limitagbes que
precisaram ser superadas para melhorar o desempenho dos farmacos e trazer
novas expectativas a sociedade. Uma limitagdo bastante conhecida é o fato das
terapias convencionais ndo serem seletivas para células doentes e os tratamentos

em geral serem muito traumaticos chegando a afetar a rotina dos pacientes (Chen,

20



Qui, Zhang, 2018). Uma das razdes para isso acontecer é o fato do acumulo de
farmaco no organismo elevar a sua toxicidade sistémica (Sa, 2014). As falhas
apresentadas pelos medicamentos tradicionais levaram a busca de novas
formulagbes. De modo que atualmente, € possivel controlar a concentracdo do
farmaco mantendo as dosagens acima dos niveis terapéuticos e abaixo dos niveis
toxicos por longos periodos através do encapsulamento do farmaco em
nanoparticulas as quais oferecem a possibilidade de elaboracdo de designs
inteligentes, possibilitando o transporte e liberagdo controlada por longos periodos
(Yun, Lee, Park, 2015).

Uma formulagao ideal deve ser capaz de chegar até os alvos especificos que
se deseja tratar e se acumular no local na concentragdo desejada, o que € possivel
através do encapsulamento de farmacos em NPs (Vighi, Trifunovic, Veiga-Crespo,
Rentsch, 2018). Podemos entender as NPs como estruturas compreendidas entre 1-
100 nm (Velasquez, 2018).

Entre as NPs que ja se encontram aprovadas para uso clinico com sucesso
podemos citar as formulagdes lipossomais de ANTs. O tamanho das lipossomas
pode ser aproveitado para vetorizagao passiva, pois, lipossomas com diametro entre
(100-780 nm) séao suficientemente grandes para passar do compartimento do
sangue para o espacgo extracelular e se acumular ao redor das células tumorais,
entre (100-200 nm) os lipossomas podem extravasar para dentro do tumor
concentrando ainda mais o medicamento proximo ao nucleo da célula e assim
conseguir que altas dosagens atinjam diretamente o alvo sem danificar tecidos
saudaveis (Abraham, Waterhouse, Mayer, Cullis, 2005). Algumas formas de
administracdo de farmacos avancadas e a aplicagao terapéutica de sistemas de
drug delivery aparecem esquematizadas na Figura 5. Estudos demonstra que a
administracdo de epirrubicina através de injegdo comercial ocorre de forma muito
rapida requerendo doses elevadas e sucessivas levando a efeitos indesejaveis. Por
isso a nanotecnologia se mostra um recurso interessante para resolver essa
limitacdo, pois permite encapsular as nanoparticulas protegendo a EPI da
degradagdo e garante a sua dosagem na concentragdo terapéutica por longos

periodos (Tariq, Alam, Singh, Igbal, Panda, 2015).
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Figura 5: Estratégias avancadas para uso de quitosana em drug delivy e suas formas de
adminstragao.
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Adaptado de (Li, Cai, Li, Li, 2018)

3.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia € o desenvolvimento e aplicacdo de estruturas em escala
nanomeétrica as quais podem se apresentar na forma de nanoparticulas (NPs)
(Patra, Das, Fraceto, Campos, 2018), filmes finos (Tassel, 2013), fibras (Cavo, Serio,
Kale, D’Amone, 2020), xerogeis (AL-Janabi, Bashi, 2018) e nanorobés (Li, Jiang, Liu,
Zhang, 2018). Tais materiais tém impactado a medicina nas ultimas décadas devido
as suas caracteristicas uUnicas uma vez que as propriedades estruturais,
propriedades elétricas, magnéticas e biolégicas de matériais nessa escala se
diferem daqueles fora da ordem dessa grandeza (10° m) (Wich, 2015). A
nanomedicina abrange desde o diagnéstico e tratamento de falhas de érgéos, até a
prevengcdo e cura de doencas (Behzadi, Luther, Harris, Farokhzad, 2017).

Considerando que muitas doengas comecam com falhas a nivel celular, a

22



nanotecnologia por oferecer a possibilidade de manipular a matéria a nivel atdmico
representa oportunidades terapéuticas nunca experimentadas (Jena, Mishra, Jena,
Mishra, 2013). Porem, a manipulagdo de farmacos e outros materiais em escala
nanomeétrica levam a alteragdes nas propriedades e na bioatividade da matéria de tal
forma que é possivel controlar propriedades como (Saini, 2010):

a) A solubilidade e o tempo de retencao das NPs na corrente sanguinea.

b) A taxa de libertagcdo de farmacos.

c) A entrega altamente especifica de moléculas para alvos localizados no corpo.

A Tabela 2 divide o surgimento de NPs para nanomedicina em trés geracgoes.
A primeira geracao € formada por NPs que surgiram na década de 50, foi muito bem
sucedida na obtencao de NPs para liberagao controlada via oral e transdérmica e no
controle de propriedades fisico-quimicas. Na segunda geragao (1980-2010) as
formulagées ganharam muita complexidade e o problema central foi a administragédo
de farmacos tumoraes. Essa geragcdo de NPs apresentou muitos problemas como a
dificuldade de ultrapassar barreiras fisiolégicas chegando a tumores de dificil
acesso. A partir de 2010 surge a terceira geragdo de NPs com a crescente
complexidade desses sistemas tanto o controle de propriedades fisico-quimicas,
quanto ultrapassar barreiras fisiolégicas se tornou desafios a serem vencidos. No
que l|he concerne os problemas fisico-quimicos envolvem principalmente a
solubilidade do farmaco em agua, a massa molecular de macromoléculas e controle
da cinética de liberagdo do farmaco. Enquanto as barreiras biolégicas incluem a
biodistribuicdo do farmaco e sua toxicidade sistémica (Yun, Lee, Park, 2015).

A alta sensibilidade desses materiais e as alteragcdes sofridas no processo de
manipulacgao justificam a necessidade de uma caracterizacao a nivel atdmico. Além
disso, os produtos em escala nanométrica sao dificeis de fabricar e seu custo de
producédo é caro de modo que um planejamento tedrico pode ajudar muito na
viabilizacado e realizagdo de projetos em nanomedicina. Vale lembrar que a
elaboragdo de um medicamento € um processo complexo que requer pesquisas

continuas e uma minuciosa revisao literaria.
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Tabela 2. Geragbes de NPs para uso em nanomedicina.

12 geragao

22 geragao

32 geragao

Controle basico de liberagao.

Pequenos sistemas de

liberagao controlada.

Modelagem de sistemas de

liberagao.

Sucesso no controle de

Os sistemas ainda ndo séo

Necessidade de continua

propriedades  fisico-quimicas | capazes de vencer barreiras | superagdo de barreiras tanto
desses sistemas. biolégicas de dificil acesso. bioldgicas quanto fisico-
quimicas.

3.2. Nanoparticula de quitosana

O fato de ser biocompativel, biodegradavel e atdxica estimula o uso da
quitosana para a elaboragcdo de NPs com aplicagcdo em medicina. A nivel celular,
uma das principais vantagens da quitosana reside na facilidade de adeséao a parede
das celulas gragas as cargas positivas dos grupos aminas protonados (Velasquez,
2018). No transporte de medicamentos, biopolimeros como a QT permitem modelar
formulagcbes capazes de levar maior quantidade de medicamentos do que NPs
inorganicas com reduzida toxicidade (Horner, Knauer, Uth, 2016). Além disso, a QT
pode aumentar a permeabilidade das células a molécula de farmaco, melhorando a
solubilidade e a sua biodistribuicdo. As pesquisas reportam que NPs de QT
positivamente carregadas levam a um aumento significativo da capacidade de
penetracado tumoral da 10-hidroxicamptotecina (HCPT) para tratamento do melanona
esse farmaco tal como a epirrubicina inibe a agdo da enzima topoisomerase (Guo,
Li, Qiu, Liu, Qin, Houe, Wang, 2020). Destacando também o fato da superficie
funcionalizada da QT com seus grupos amino e hidroxila tornarem possivel a
realizagao de enxertos e interacbes que podem ser aproveitadas na modelagem de
nanocarregadores de farmacos com propriedades anfifilicas permitindo manipular as
formulagdes terapéuticas, sendo que estas propriedades ndo estariam originalmente
presentes na quitosana pura (Motiei, Kashanian,Lucia, Khazaei, 2017). A literatura
reporta ainda o uso de NPs de QT para o carregamento de metais pesados como o
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cobre, pois entre todos os polimeros que poderiam ser utilizados para esse fim, a QT
€ mais indicada devido a sua grande afinidade por ions metalicos promovidos pelos
grupos amina e hidroxila. O cobre possui eficiéncia anticancer comprovada, porem,
a sua alta toxicidade torna necessario o seu encapsulamento em NPs. Devido a
presenga de grupos -NH, e —OH na superficie da quitosana e a alta afinidade desses
grupos por ions metalicos, a quitosana pode formar complexos estaveis do tipo
quitosana-prata, quitosana-zinco, quitosana-manganés, quitosana-cobre (Ai, Liao,
Ren, 2017). Tal como acontece nos complexos metalicos, a QT aumenta a
estabilidade de pontos quéanticos (PQ) com metais no nucleo e reduz a sua
toxicidade. Um exemplo disso é o preparo de uma nanoparticula de QT com acido
félico desenvolvida para o encapsulamento de DOX conjugada a um ponto quantico
(PQ-DOX). A formulagdo mostrou maior taxa de liberagdo em pH acido em
comparagao com o pH fisiolégico normal mostrando que esse sistema poderia ser
utilizado para vencer barreiras fisioldgicas no tratamento de cancer e outras doengas
em locais de dificil acesso (Bajwa, Mehra, Jain, Jain, 2015). Sendo que a variagéo
de pH do meio sempre se faz acompanhar do aumento da velocidade de liberagcéo
de farmaco (Barbosa, 2013).

N&o obstante, todas as vantagens apresentadas a interagao entre NPs de QT
e diversas moléculas pequenas como a EPI pode impulsionar a superagdo dos
desafios decorrentes do aumento da complexidade das NPs elevando seus

beneficios a um novo patamar terapéutico.

4. Dinamica molecular

Considerando as dificuldades que permeiam o processo de criacdo de
medicamentos o qual pode ser muito tedioso, demorado e caro. Devemos ver os
tratamentos tedricos da quimica medicinal como parte integrante da
interdisciplinaridade necessaria as pesquisas de novos medicamentos, pois, uma
compreensao cientifica profunda impulsiona grandes descobertas, as quais por sua
vez tém muito a ganhar com abordagens que combinem bases tedricas e técnicas

experimentais (Sharma, 2017). A grande importancia das técnicas teéricas pode ser
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exemplificada pelo prémio Nobel em quimica de 1998 concedido a John Pople e
Walter Kohn, em reconhecimento as suas contribuigdes no desenvolvimento da
quimica computacional. Nesse contexto a DM desponta como uma ferramenta
poderosa, principalmente por ser capaz de estabelecer uma relagao entre a pratica e
a teoria, permitir realizar experimentos que nao seriam possiveis fazer de imediato
no laboratorio e aprofundar questdes sobre a interagdo entre receptor e ligante a
nivel molecular. Métodos tedricos frequentemente adotam protocolos que acoplam a
ancoragem de biopolimeros e farmacos a DM para simulagdo dos complexos e
analise de suas propriedades ao longo da trajetéria. Sendo que a predicdo da
trajetoria € feita com base nas leis do movimento de Newton (Palermo,Vivo, 2015;
Wang, Zhang, Liu, Sun, 2019). Tendo por base a segunda lei de Newton para
calcular a forca exercida sobre cada particula durante o intervalo em que ela se
move sob a acdo dessa forgca é possivel fazer a atualizagdao da sua posigao e
velocidade por meio da Equacéao (1) (Whang, 2012).

d?x
' dt?

F(rp) =m

Onde, m; representa a massa da particula i, localizada a posicao x; no instante

E possiel calcular também a energia potencial V(r) através da Equacao (I):
dV,
dr

F=—

A trajetdria surge através da soma de termos das equagdes de movimento

newtonianas para as N particulas que compdem o sistema, Equacéo (lll):

A Figura 6 mostra os passos a serem seguidos na produ¢cao da DM de uma
molécula de EPI. A sequéncia comega pela geracao da topologia da molécula,
segue para a escolha de um modelo de solvatagdo explicita adicdo de ions para
neutralizar a carga do sistema, minimizagdo de energia a qual aponta possiveis

erros cometidos durante a criagado da topologia, equilibragédo, até atingir o equilibrio
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termodinamico, por fim a dindmica é rodada e feita as anadlises para validar o
modelo. O calculo de DM aplicado pelo sofware GROMACS (Abraham, Hess, Spoel,
2017) tem por base a escolha de um campo de forga que foi adequadamente
parametrizado para descrever biomoléculas (Palermo,Vivo, 2015). Como cerca de
90% das particulas de uma DM sdo moléculas de agua que preenchem a caixa de
simulagdo, a escolha do modelo de solvatacdo explicita deve ser adequada ao
campo de forga escolhido ja na primeira etapa da DM (Guvench, Mackerell, 2008).
A este respeito, os campos de forga mais aplicados para moléculas de agua em
sistemas biomoleculares sdo os modelos TIPnP (Kipper, 2013). Contudo, O
resultado nunca sera perfeitamente idéntico a um sistema real, pois as interacoes
agua-agua reais sao altamente complexas e envolvem a formagdo de redes de
hidrogénio. De tal forma que teremos sempre uma tentativa de aproximacao entre
pratica e teoria formando um modelo razoavelmente aceitavel, dependendo da

finalidade a qual se destina.

Figura 6: Esquema representando as etapas da dindmica molecular (DM) de uma molécula de

epirrubicina.
—
‘ Topologia \ ———

Sclvatacdo

(—
Adicéo de
lons

]
Minimizagao
de energia

‘I‘:‘l\
1 Equilibracéo
DM

Adaptado de (Sharma, 2017).
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4.1. Modelagem molecular de quitosana

Os trabalhos de pesquisa com quimica tedrica e uso de DM vém permitindo
antever o impacto para as proximas décadas das NPs de QT e seus derivados
repercutindo em melhorias e diversas aplicagdes. Um exemplo disso € dado pelo
estudo por modelagem de NPs de N-octil-N-trimetil-quitosana a 310K para
transporte do farmaco anti-cancer 10-hidroxicamptotecina (10-HCPT). Nesse modelo
a DM ajudou a entender como a formagédo do complexo contribui para o aumento da
solubilidade do 10-HCPT. As simulagdes mostraram que as contribuicées de van der
Waals e as forgas eletrostaticas sao virtualmente equivalentes para as interagoes
nao ligadas responsaveis pela formagcdo do complexo e que as ligagcbes de
Hidrogénio tem um papel crucial na estabilizagdo do complexo. A possibilidade de
compreensao oferecida pela DM no papel das for¢as de ligacdo para a obtencao de
complexos tem muito que contribuir no design de novas NPs para transporte de
farmacos (Tayyem, Zughul, Almatarneh, 2018).

No que concerne as aplicacbes de QT aproveitando a sua capacidade
bioadsorvente, a DM vém abrindo o leque de possibilidade na pesquisa académica.
Dessa forma, a modelagem de uma QT (GA=20% e pH=6,5), para estudo de sua
eficiencia como adsorvente do herbicida glifosato, pode ajudar no planejamento de
estratégias de tratamento de rios e seus efluentes. A metodologia de DM foi
utilizada para identificar os grupos funcionais envolvidos no processo de adsorgao
do glifosato pela quitosana, calcular a forca de interagdo entre essas duas
moléculas, avaliar a influéncia do herbicida na agre¢cao das NPs e observar diversos
fendmenos relacionados a alteracdes estruturais de seus filamentos. Essa avaliacéo
tedrica pode sevir de referencia a futuros projetos ambientais (Faria, 2015). O alto
potencial quelante da QT e a sua capacidade para adsorver ions metalicos € outro
foco de estudo da modelagem molecular. Assim, a metodologia da DM auxilia no
entendimento de observacdes experimentais como a localizagdo de sitios de
interacado entre os ions e a quitosana; dependencia da seletividade em relagdo ao
pH, avaliacdo da influéncia no grau de acetilagcdo da interagdo com os ions de
metais pesados como Cd** e Cu?* (Silva, 2013). Ainda com relacdo ao seu potencial

para adsorver ions, a modelagem da CS para adsor¢ao de ions fosfato utilizando
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DM esclarece questbes de interagcédo entre o biopolimero e o ion. De forma analoga
ao exposto para ions metalicos, os calculos de DM se mostram muito uteis para
avaliar o potencial para adsorver ions fosfato e otimizar o tratamento de
hiperfosfatemia com NPs de QT (Neto, 2018). O sucesso das novas terapias
depende nado somente de uma boa caracterizagdo das interagdes envolvidas na
acao dos farmacos, mas também depende em grande parte, da elucidacdo de
complexos mecanismos moleculares. A modelagem de NPs de quitosana permitiu
descrever, usando simulacées de DM, o papel dos grupos polares de fosfolipideos
como o dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) nas interagdes QT-DPPC e as interagdes
quitosana-solvente. Foi possivel obter o detalhamento das interacbes especificas
QT-DPPC com as propriedades fiscico-quimicas da membrana formulando um
mecanismo que explique a nivel molecular sua atividade biolégica. Podemos
concluir, nesse caso que um dos maiores meéritos da caracterizagao por DM reside
no fato da elucidacdo de mecanismos ser um dos maiores obstaculos o qual essa
ferramenta ajuda a transpor buscando o pleno desenvolvimento de NPs para
aplicagbes em nanomedicina (Cunha, 2013). Como exposto para ions e pequenas
moléculas em geral, devemos esperar que as propriedades inerentes a QT e as
ferramentas oferecidas pela DM sejam aproveitadas de forma promissora na

modelagem de nanoparticulas de QT para adsorgao de EPI.

4.2. Modelagem molecular com antraciclina

Nos ultimos anos, as simulagdes de DM tem sido amplamente utilizada para
estudar NPs de grande interesse medicinal. Na modelagem molecular de
antraciclinas, a DM vem auxiliando na elucidagdo de mecanismos e no planejamento
de sistemas inteligentes para a administracdo de farmacos. Podemos citar como
exemplo a simulagao de 10 sistemas para investigacdo do mecanismo de formacéao
do complexo de DOX com um oligossacarideo quitosana hidrofobicamente
modificada. As NPs foram modeladas ligando 10 acidos graxos diferentes a
quitosana. As caracteristicas estruturais desses acidos graxos como comprimento da

cadeia, aromaticidade, presenca de anel ndo aromatico e instauragdes conduziram a
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relacdo entre eficiencia de encapsulamento e propriedades estruturais. O filme da
DM revelou também a ocorrencia de fendmenos raros como o enrolamento da
cadeia do oligossacarideo sobre a quitosana, o qual depende da estrutura de cadeia
longa muito flexivel do acido graxo ligado a NPs. Bem como, o fenbmeno de
ocorréncia de interacdes do tipo -1 através de anéis aromaticos das moléculas de
DOX e do acido graxo conectado ao oligossacarideo quitosana. Além disso, os
resultados obtidos pela analise no GROMACS foram comparados a dados
experimentais e a dados disponiveis na literatura melhorando a confiabilidade dos
resultados e estabelecendo uma relagédo intrinseca entre pratica e teoria (Shan,
Shen, Xu, Shi, 2014). Outro mecanismo citado pela literatura, aborda a modelagem
de um decéamero de QT e uma molécula de DOX para investigagado da forma como a
QT interage com a DOX a diferentes estados de protonagédo. A DOX foi modelada de
duas formas, com o grupo amino do seu anel agucar no estado protonado e no
estado desprotonado. O tratamento dessa simulacao se destaca pela racionalizagao
da interacao entre a QT e a DOX, em fung¢ao da variagao do pH do meio. Através da
analise da trajetoria de 200 ns de simulagdo do complexo quitosana-doxorrubicina,
QT-DOX, ficou notério como a repulsao eletrostatica entre a DOX com carga (+1) e a
QT aumenta a medida que a QT é protonada para reproduzir os valores de pH (9,5;
7,1; 6,5). Ao passo que, simulagbes de 100 ns da DOX sem QT confirmaram a
tendéncia da DOX a se agregar. Portanto, a DM foi um instrumento essencial para a
caracterizagao das interagdes do tipo TT-11, novamente envolvendo dois anéis
aromaticos, sendo agora ambos de moléculas de DOX, causando a agregagao do
farmaco. O aprofundamento dessas analises culminou num mecanismo de
adsorcao, explicando que o aumento da tendéncia da DOX em se aglomerar cresce
em pH acido e a solubiidade da QT também aumenta nesse meio
consequentemente, o complexo tende a se desfazer e ocorre a liberacdo controlada
de DOX (Li, Ying, Ren, Dai, 2020). Outra pesquisa que refor¢ca essa observagao
envolve um sistema muito avancado de NPs com moléculas conjugadas. Sabemos,
por exemplo, que nanotubos de carbono podem ser usados para transportar DOX,
porem, a baixa solubilidade dessas NPs prejudica sua administracdo terapéutica.
Nao obstante, muitas propriedades da QT dependem do seu estado de protonacéo,
tais como a dispersao, a solubilidade e a capacidade de adsor¢cdo de moléculas

pequenas. Portanto, o design de uma nanoparticula de QT conjugada a nanotubo de
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carbono para transporte de DOX é uma estratégia que melhora a solubilidade do
farmaco em meio fisiologico. Para entender como sistemas complexos como esse
podem auxiliar no transporte e liberagcao de farmacos sensiveis a variagao de pH, foi
feito o estudo por DM de um nanotubo de carbono funcionalizado com QT para o
encapsulamento de DOX. O auge desse estudo € a elaboragdo de um modelo
mostrando que a forga de interagdo entre a DOX e a NPs é forte a pH fisioldgico
(pH=7,4) e diminui a medida que o meio se torna acido, mostrando como a repulsé&o
de cargas aciona a liberagdo (Rungnim, Rungrotmongkol, Poo-arporn, 2016). O
comportamento das NPs em diferentes valores de pH esta esquematizado na Figura
7, conforme a revisao literaria, € possiel concluir que descendo a escala de pH as
NPs liberam EPI, enquanto subindo a escala de pH o complexo, QT-EPI se torna
mais estavel. Reportando a versatilidade da DM para combinar pratica e teoria,
citamos a modelagem molecular de doxorrubicina e de N-trifluoracetato de
doxorrubicina (FDOX) no estudo do encapsulamento em QT. A DM serviu de suporte
as analises experimentais dos complexos, QT-DOX e QT-FDOX. Assim, foi possivel
reconhecer diferengcas determinantes na eficiéncia de encapsulamento encontrando
os principais sitios de interacdo entre a QT e cada farmaco, determinando a
influéncia do tamanho da NPs e a forma como os contatos entre a QT e a DOX
ocorrem. Tendo sido constatado que as interagdes hidrofébicas se dao entre o grupo
amino protonado da QT e o farmaco, enquanto as interagdes hidrofilicas envolvem
principalmente grupos hidroxila, amina desprotonada e amida da QT.
Consequentemente, a natureza hidrofébica das interagdes entre a DOX e a QT nos
complexos, QT-DOX, aparecem como principal fator de estabilidade do sistema,
enquanto o contato entre a FDOX e a QT ocorre sobretudo por ligacédo de
Hidrogénio (Sanyakamdhorn, Agudelo, Tajmir-Riahi, 2013). Uma vez que a EPI é um
epimero da DOX os trabalhos de modelagem de complexos, QT-DOX formam uma

referéncia essencial na modelagem da EPI e estudo da interagdao QT-EPI.
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Figura 7: Esquema representando o comportamento das NPs em fung¢éo do pH.

NPs complexa
pH EPI

libera EPI
Fonte: Autor.

4.3. Complexos reais quitosana-epirrubicina

A caracterizacdo da interacdo do complexo, QT-EPI, ¢é dificil, pois,
polissacarideos como a quitosana tém a cadeia muito flexivel e alteragbes quimicas
do meio provocam variagbes conformacionais das moléculas. Além disso, a reviséo
literaria sobre modelagem molécular de complexos, QT-antraciclina, leva a crer que
a alta densidade de carga da QT e a protonagcdo do grupo amino da EPI em
condi¢cbes acidas, pode provocar uma repulsdo entre elas destruindo o complexo.
Portanto, conhecer os estudos de alguns sistemas reais, QT-EPI, pode ajudar a
definir melhor as diretrizes das analises por DM. Ha estudos visando aproveitar as
propriedades paramagnéticas do oxido de ferro e a sensibilidade da quitosana a
variagao de pH, no desenvolvimente de NPs superparamagnéticas as quais podem
servir como agente de contraste em ressonancia magnética (Yadollahpour, Asl,
Rashidi, 2017), terapia de hipertermia (Rego, Mamani, Souza, Nucci, 2019),
diagndstico por imagem (Chandola, Casteleijn, Kalme, Urtti, 2016) e entrega
controlada de farmaco para tratamento de tumores (Bidram, Esmaeili, Raniji-
Burachaloo, Al-Zaubai, 2019). Entre estes, a caracterizagao experimental de NPs de
oxido de ferro funcionalizadas com quitosana (QT-SPIONPs) para administragao de
Epirubicina mostrou que a EPI foi conjugada a QT-SPIONPs através de grupos
imina (-C=N-). Sendo que essas ligagbes sao rompidas a pH acido (4,4-6,4)
facilitando a liberagéo do farmaco. Os ensaios de libertagao controlada do farmaco a
varios pHs, mostraram que a taxa de liberagao da EPI pelas QT-SPIONPs aumenta
quando o pH decrescente. Tendo sido liberada 94,06% da EPI a pH 4,6 conferindo

com a acidez de organelas como os endossomos/lisossomos (Hao, Liu, Shang,
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Zhang, 2016). Outro fator importante para a liberagdo da EPI foi a flexibilidade
conformacional da QT (Nalluri, Popuri, Lee, Terbish,2020).

Lembrando que, além de ser muito utilizada no tratamento de diversas
categorias de tumores, a EPI € o quimioterapico mais utilizado no tratamento de
carcinoma hepatocelular (HCC) (Zhang, Ding, Lv, Xu, 2015). As preocupacodes
geradas por essa doencga inspiraram a criagdo NPs que assegurem uma melhor
eficacia do agente quimioterapico, EPIl. A logica € a mesma para entrega de
farmacos em locais especificos, em geral, estando fundamentada na ligacdo de
moléculas especificas a superficie das NPs (Yoo, Park, Yi, Lee, 2019) e no fato da
utilizacado da asialofetuina vir sendo feita em lipossomas catibnicos para a entrega
de genes hepatécitos (Motoyama, Nakashima, Aramaki, Hirayama, 2010). Nesse
contexto, foi elaborada uma estratégia para uso de uma NPs de quitosana com
polietilenoglicol, QT-PLGA conjugadas a asialofetuina, NPs-EPI, especifica para os
hepatocitos. Os desafios do grupo consistiam em preparar a EPI para uma absorgao
seletiva e reduzir a cardiotoxicidade do farmaco utilizando um antioxidante natural
como a QT. Eles conseguiram preparar NPs que liberam 55% da EPI nas primeiras
6h, passando a um perfil de liberagado lenta com duracdo de 3 dias. Esta dupla
funcdo do encapsulamento da EPI melhorando a atividade antitumoral e o perfil de
liberacdo resultou na completa inibicao da proliferacado de células musculares lisas
vasculares, sendo necessario, contudo melhorar os resultados para a redugao da
toxicidade da EPI (Nasr, Nafee, Saad, Kazem, 2014). Em outro estudo, a QT foi
modificada por uma molécula de colesterol anfifilico, 6-N-colesterol, formando NPs
esféricas para transporte de moléculas hidrofébicas. A estrutura das NPs foi
constituida por moléculas de colesterol que se ligaram de modo a formar micro-
dominios hidrofébicos no centro com moléculas de QT ao redor constituindo uma
concha hidrofilica, a estabilidade da estrutura foi promovida tanto por ligagdes de
Hidrogénio intermoleculares quanto intramoleculares. A taxa de liberacdo de EPI
pelas NPs diminuiu quando o pH do meio de dissolugdo aumentou, devido a menor
solubilidade da EPI e falta de grupos (-NH2) protonados na QT, sendo maior a taxa
a (pH=5,5) do que a (pH=6,5) e caindo mais a (pH=7,4) (Mateescu, Ispas-Szabo,

Assaad, 2015), o que reforga a ja citada alta sensibilidade da QT a variagao de pH.
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5. Metodologia

5.1 Estrutura inicial das moléculas

Foi feita a escolha do campo de forca OPLS-AA (Jorgensen, Tirado-Rives,
2005) para gerar a topologia da estrutura das moléculas de epirrubicina e quitosana.
Essa escolha teve em vista o detalhamento a nivel atbmico do comportamento dos
sistemas modelados, ja que a opcao (AA), atomos separados, oferece maiores
possibilidades para o estudo da interagao entre as moléculas do que a opgao (UA),
atomos unidos e sendo o OPLS um campo de forga robusto citado nas referéncias
para a simulagdo dessas moléculas, o que se reflete sobre a confiabilidade dos
resultados.

A estrutura da EPI é formada por um radical aglicona constituido por um
sistema tetraciclico muito rigido, um grupo (OCH3) e uma ramificacdo hidrofilica
flexivel. O radical aglicona esta ligado a um radical aminoacgucar flexivel e hidrofilico,
através do oxigénio de um grupo éter. A numeragdo dos atomos da EPI em
discussao nesse trabalho e as partes que compde a estrutura da molécula podem
ser consultadas na Figura 8. Essa numeragdo é a mesma mencionada nos

resultados.

Figura 8.: Representagéo da estrutura da EPI numerada.
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Adaptada de (Salvatorelli, Menna, Surapaneni, et. al. 2012).
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As cores da estrutura da Figura 8 indicam a anel tetraciclico (verde), a cadeia
hidrofilica (vermelha), o heteroatomo (amarelo) que liga os dois radicias e o anel
agucar (azul).

O arquivo PDB da EPI foi obtido no programa HyperChem versdo 7.51
(Microsoft, 1996; Getting Stared 2002). Toda a topologia foi calibrada para o campo
de forca OPLS-AA e os parametros inseridos estdo disponiveis nos arquivos do
campo de forga de tal forma que foram feitas atribuicbes aos grupos de atomos da
EPI por comparagao ao banco de dados do campo de forga.

Visando obter a estrutura inicial da quitosana, foi utilizado o programa
GABEDIT versao 2.4.8 (Allouche, 2011). Sendo o decamero de QT assim obtido
composto por seis diferentes categorias de residuos e modelado no campo de forga
OPLS-AA. Os residuos desprotonados receberam os cédigos NGUO, NGLU, NGUC,
enquanto os residuos protonados foram identificados pelos cédigos NGPC, NGLP,
NGPO. Apos a insergcdo dos parametros de topologia (ligagdes, quimicas, angulos,
angulos diedrais e cargas) ter sido adicionada no OPLS-AA foram realizados
simulagdes com a QT no vacuo e em solugdo aquosa para a validagédo dos novos
parametros topoldgicos, utilizando o programa GROMACS versdo 5.0.1 (Abraham,
2015). Assim sendo, a QT foi validada com base nos resultados energéticos e
estruturais obtidos durante o trabalho de Neto, 2018. A estrutura obtida representa a
QT a pH 6,5, (G.A)=20%, grupos amino 50% protonados. Além da presenga da
ligagdo glicosidica e dos grupos N-acetil, os residuos centrais da QT se diferem
quanto ao grupo amino que pode ser protonado ou deprotonado como mostra a
Fig 9.
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Figura 9.: Estrutura da QT utilizada nas simulagbes com destaque para os grupos N-acetil, amina,
amina protonada e ligagao glicosidica, (representagdo CPK , utilizando programa VMD).
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5.1.1 Otimizag¢ao da Estrutura da EPI

A epirrubicina foi otimizada usando o software ORCA 3.0.3 (Neese, 2012)
utilizado o modelo tedrico, Hartree-Fock (HF) (Slater, 1950), 6-31G*. O protocolo
teve por referéncia uma estrutura da doxorrubicina otimizada pelo método Ab initio,

HF, na base 6-31 G de acordo com a referencia literaria (Pirawattana, 2008).

5.1.2 Determinagao da carga RESP

A distribuicdo de cargas da epirrubicina foi obtida pelo método RESP
(Restrained Eletrostatic Potential) (Cornell, Cieplak, Bayly, 1993) com aproximagao
em dois niveis de calculos quanticos e foi utilizado o pacote computacional
NWCHEM (versao 6.6) (Valiev, Bylaska, Govind, 2010). Esse método se baseou no
calculo de cargas RESP de estruturas similares encontradas na literatura para as
quais se utilizou o calculo HF (Slater, 1950) e DFT (Hohenberg, Kohn, 1954). Dessa
forma, o primeiro nivel de calculo quantico utilizado foi o HF (Hartree-Fock), sem

correlagao eletrénica e o segundo nivel de calculo foi o DFT com correlagéo

36



eletrbnica. Para a metodologia HF foi utilizada a funcédo de base 6-31 G*(Petersson,
Bennett, Tensfeldt et. al., 1988), enquanto o método DFT utilizou base B3LYP
(Yanai, Tew, Hady, 2004) com polarizagdo (Rahimi, Bahlake, Chamani, 2012). A
Figura 10 mostra a atribuicdo de cargas para os grupos idénticos. Foi necessario

definir trés diedros improprios os quais estao descritos na Tabela 3.

Figura 10: Estrutura da EPI otimizada destacando as cargas RESP dos atomos de hidrogénio.

g 0,04

Tabela 3: Diedros improprios definidos para a EPI.

Diedros impréprios

07| C13|C9 | C10

03|C5 |C16 | C4

04| C12 | C17 | C1
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A Tabela 3 mostra os diedros impréprios que foram utilizados no calculo de
cargas RESP da EPI, sendo o primeiro (O7 C13 C9 C10) para a extremidade da
cadeia ramificagdo do grupo quinona e os outros dois (O3 C5 C16 C4) e (04 C12
C17 C1) para atomos do sistema tetraciclico.

O calculo de cargas RESP da QT foi feito pelo método DFT e fungéo de base
6-31 G*, utilizando o funcional B3LYP. Atribuindo, contudo, o mesmo valor de carga
aos grupos idénticos para evitar efeitos geométricos que pudessem afetar o campo

de forga como reporta Neto, 2018.

5.1.3 Protonacgéao da EPI

De modo a avaliar a reposta da epirrubicina a diferentes valores de pH e
planejar um mecanismo de acionamento apropriado ao meio acido, foi utilizado o
programa MARVINSKETCH (verséo: 6.2.3) (CHEMAXON, 2014) para calculo do
pKa da EPI. A varredura foi feita na faixa de pH de 0 a 14. O programa
MARVINSKETCH pertence ao pacote MarvinBeans (2014) da empresa CHEMAXON
e segue as regras da IUPAC. Ele pode ser usado na predicdo de diversas
propriedades fisico-quimicas das substancias que influenciam diretamente na
adsorcao de farmacos como calculo de pKa, massa molecular, area superficial polar
entre outros parametros fisico-quimicos.

Os calculos de pKa tiveram em vista estudar os estados de protonagdo do
farmaco a diferentes valores de pH. Os resultados dos calculos foram comparados a
valores da literatura de modo a melhor ajustar a representagéo teérica do equilibrio

poliprético da EPI a realidade.

5.2 Ancoragem molecular

Foi realizado o atracamento molecular entre a QT e a EPI com o objetivo de
avaliar a energia de interagao e a constante de afinidade entre a macromolécula e o
ligante. Foi utilizado o algoritmo genético Lamarckiano na busca da melhor energia
de interagcdo. Usando o ligante e a macromolécula no formato PDB, foi obtido o input
(PDBQT) no programa autodock 4.2 (licenga 4.2.6) (Morris, Huey, Lindstrom, 2009)
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com as coordenadas necessarias para a execugao do autodock 4.2 (Ravi, 2016) e
autogrid 4.2 (Marzaro, 2014). Toda QT foi tratada como rigida e toda a EPI foi
tratada como flexivel. O tamanho da caixa de simulagdo localizada no centro do
decamero de QT foi 90X68X126, as coordenadas-xyz centrais do grid sdo 33.257,
30.727, 37.291, o espacamento entre os pontos do grid é de 0.497 A e a caixa foi
colocada em toda a regido de dominio da quitosana. O numero da populagédo para
todos os calculos de atracamento foi de 100 e o numero maximo de avaliagdes foi
de 2500000. O programa gerou 10740 poses aleatérias das quais as 10 poses de
menor energia foram dispostas num rank em ordem de menor energia com a
respectiva constante de afinidade. A fim de obter os resultados das analises em
triplicata, as trés poses de menor energia foram escolhidas para representar o

complexo quitosana-epirrubicina (QT-EPI) e validacdo no GROMACS.

5.3 Simulagao por dinamica molecular da EPI na forma livre

A estrutura da epirrubicina modelada nesse trabalho é mostrada na Figura 11,
as setas indicam os atomos passiveis de formar interagdo de hidrogénio com a
quitosana. Estruturalmente, o cloridrato de epirrubicina, sal cloridrato 4’-epi isbmero
do antibidtico antineoplasico doxorrubicina tem o grupo amino protonado circulado e
indicado pela seta azul, enquanto as setas verdes indicam atomos de oxigénio. A
EPI foi neutralizada com ions cloreto e solvatada através de solvatacao explicita,
TIP4P, escolhida por oferecer a melhor distribuicdo eletrostatica de carga com um
custo computacional menor que o modelo TIP5P. O numero de moléculas de
solvente, carga das moléculas, numero de atomos totais do sistema e o tempo de
simulacdo pode ser vista na Tabela 4. As demais especificacbes do sistema
simulado foram dadas anteriormente ao se tratar da descrigdo comum a todos os

sistemas simulados.

Tabela 4: Sistema simulado, epirrubicina aquosa na forma livre (EPI).

Sistema simulado | N° moléculas do Carga total N° atomos Tempo de simulacao
solvente (ns)

EPI 16439 1+ 69 100
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Figura 11.: Estrutura da epirrubicina utilizada nas simulagdes (310K) com o grupo amino protonado
circulado, (representacdo CPK , utilizando programa VMD).
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A DM da EPI no vacuo foi realizada para verificar a estabilidade do composto
no campo de forca OPLS-AA. A comparagao entre a EPl e conforndmeros da
referéncia literaria foi feita apds a dinamica de 100 ns, utilizando o programa
HyperChem versao 7.51. Os arquivos PDB das estruturas utilizadas na sobreposicao
foram baixados do Protein Data Bank (RCSB PDB) sob o codigo, EPI-1 (1gda)
(Podell, Harrington, Taatjes, Koch, 1999), EPI-2 (1d15) (Williams, Williams, Ughetto,
Rich , 1990).

5.4 Simulacao dos complexos(QT-EPI)

Apos a modelagem das moléculas em sua forma livre, foi dado
prosseguimento a obtengdo do complexo QT-EPI usando os arquivos PDB obtidos
por ancoragem para descrever os sistemas (S1, S2, S3) formados por um filamento
de QT finita e uma molécula de EPI. A fim de aprofundar os resultados da analise
dos sistemas em que as moléculas se apresetam na proporgao (1:1), foi descrito
também um sistema formado por 4 filamentos de QT e uma molécula de EPI,
denominado (S4). Esse ultimo sistema foi desenhado no programa NWCHEM
(verséo 6.6) a partir do PDB do sistema (S1) o qual foi escolhido por ser o de menor
energia e por permitir analisar com mais clareza a estabilidade do modelo proposto.

40



As simulagbes dos sistemas (S1, S2, S3, S4) foram realizadas através do
pacote computacional GROMACS 2016.4 (Abraham, Hess, 2017) o qual vem com o
campo de forca OPLS-AA utilizado para descrever o potencial das estruturas da QT
e da EPI. A posicao inicial das moléculas de QT e EPI no arquivo PDB nesses trés
sistemas pode ser vista nas Figuras 12, 13 e 14 (VMD), contudo, é preciso ter em
vista que se trata de um resultado aleatério, enquanto um sistema real € muito mais
complexo tanto por estar sujeito a um numero muito grande de interferentes quanto

por compreender uma quantidade de moléculas acima da ordem de um mol.

Figura 12.: O primeiro sistema simulado (S-1), segundo o arquivo PDB da pose de menor energia da
ancoragem molecular (representagéo Licorice , utilizando programa VMD).

Figura 13.: O segundo sistema simulado (S-2), obtido do arquivo PDB da segunda classificagdo no
ranking de energia da ancoragem molecular (representacéo Licorice , utilizando programa VMD).
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Figura 14.: O terceiro sistema simulado (S-3), obtido do arquivo PDB da terceira classificagdo no
ranking de energia da ancoragem molecular (representacgéao Licorice, utilizando programa VMD).

Seguindo as etapas de preparo da dindmica, foi definida a caixa de simulagao
cubica de 5 nm de aresta. A caixa foi preenchida com agua usando o modelo TIP4P.
Foi utilizado o integrador md utilizando condigdes peridédicas de contorno nas
diregdes x, y e z.

A estrutura foi relaxada durante a minimizacgao feita com o algoritmo steepest
descent com um numero maximo de 50000 passos de integracdo ou uma forca
maxima de 1.000 KJ mol'nm™. O raio de corte utilizando algoritmo Verlet foi de
1.0 nm. Para evitar que o sistema entre em colapso durante a dinamica final, foi
realizada a equilibracdo. A primeira etapa da equilibracdo aplicou o ensemble
canbnico (NVT), acoplando o sistema ao termostato de V-rescale (Bussi, Donaldio,
2007) com tempo de relaxacdo de 0.1ps. As equilibracbes foram a 50K, 150k e
310K. A segunda etapa da equilibragdo aplicou o ensemble isotérmico-isobarico
(NPT) a pressao de 1bar. Nessa segunda etapa o sistema foi acoplado ao barostado
de Parrinello-Rahman via escalonamento isotropico com tempo de relaxacao de
2.0 ps. O algoritmo LeapFlog (Hockney, Goel, Eastwood, 1974) com intervalo de
integracao de 2 fs foi utilizado em ambas as etapas da equilibragéo. As restricbes de
posicbes foram feitar com o algortimo LINCS (Hess, 1997). As interagdes
eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo algoritmo PME (Particle Mesh
Ewald) (Darden, Yor, 2012).

A quantidade de ions adicionada, o numero de moléculas do solvente e o

tempo de simulagao dos sistemas podem ser vista na Tabela 5.
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Tabela 5: Sistemas aquosos simulados (S-1, S-2, S-3, S-4)

Sistema N° moléculas do fons CI N° atomos Tempo de simulagéo (ns)
solvente
S-1 15223 5 16463 20
S-2 14594 5 16463 20
S-3 16127 5 16463 20
S-4 21430 17 6836 100

Figura 15.: O sistema (S-4) no qual ha quatro filamentos de quitosana ao redor da molécula de
epirrubicina (representagao CPK , utilizando programa VMD).
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O modelo no qual a QT e a EPI seguiram a proporgao de (4:1), (S4), é
mostrado na Figura 15, onde colocamos quatro replicas do decamero de QT

diametralmente opostas ao redor da EPI.
Ao final da simulagao as analises permitiram discutir a interagao entre a EPl e

a QT no modelo proposto.

6 Resultados e discussao

6.1 Analise de RMSD da EPI

O calculo da raiz quadrada do desvio quadratico médio das distancias entre
os atomos da EPI no campo de forca OPLS-AA permitiu analisar a estabilidade

estrutural dessa molécula para fins de modelagem de um complexo QT-EPI.

Figura 16.: RMSD da EPI em solu¢éo aquosa contendo ions cloreto.
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De acordo com a Figura 16, a EPl em solugdo aquosa apresentou baixa
mobilidade estrutural além de uma leve e sistematica flutuagdo para as medidas de
RMSD em torno de 0,176 nm (x0,013), o que demonstra a estabilidade
conformacional da EPI em solugdo aquosa durante a dindmica. Embora esse
resultado mostre que a EPI modelada nesse trabalho é muito estavel, podemos ver
através da imagem da molécula na Figura 17 que ela ndo é formada exclusivamente
por partes rigidas, sendo esperado que sofra variagdes conformacionais ao interagir
com outras moléculas. Essa flexibilidade estrutural influencia muito o comportamento
biolégico da molécula e foi constatada ao sobrepormos a estrutura da EPI as duas
epirrubicinas da referéncia literaria as quais encontravam se ligadas as bases do
DNA.

Figura 17: Sobreposigéo entre as cadeias, A) EPI e EPI-1, B) EPI e EPI-2, programa HyperChem.

A) [ o B) R

A Figura 17 mostra; A) a sobreposi¢do entre a EPlI modelada e a EPI-1,
enquanto em B) aparece a sobreposicao entre a EPI e a EPI-2. Embora todas as
estruturas sobrepostas sejam epirrubicina ha uma significativa flexibilidade estrutural
na molécula, de modo que a diferenca de RMSD entre EPI e EPI-1 foi de 1,34 (A),
entre EPI e EPI-2 foi de 1,37 (A). Diante desses resultados, podemos descrever a
estrutura modelada como estavel, porém, constituida de partes flexiveis, além do
caracteristico sistema tetraciclico, o qual justifica em boa parte as semelhancgas

entre os conforndmeros.
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6.2 Estudo da estrutura da EPI em fungao do pH

A estrutura da EPI é muito sensivel a variacdo de pH do meio o que leva as
variagdes conformacionais. Uma vez que as variagdes estruturais se refletem sobre
as propriedades fisico-quimicas € importante conhecer o estado de protonacao da
EPI, dentro da faixa de pH que se pretende trabalhar. As espécies majoritarias
obtidas através das curvas de microespécies da EPI foram identificadas e
relacionadas entre si no esquema representativo do equilibrio poliprético da EPI,
Figura 18, a fim de prever as mudancgas estruturais no meio a qual confere com

calculos da literatura (Rocha et. al., 2014).

Figura 18: Esquema representativo do equilibrio de protonacao da EPI. A) Espécie majoritaria em
pH<7,4. B) Espécie majoritaria em pH=9 C) Espécie majoritaria em pH=10.
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Em condigdes fortemente basicas o grupo fenol do cromdéforo (hidrofébico)
fica desprotonado, a espécie C é a majoritaria predominando em pH=10,0. Enquanto
em pH=9,0 a espécie majoritaria € neutra e poderia estar presente em porgdes finais
do intestino delgado (pH 8,0 a 9,4). A medida que a acidez do meio aumenta,
prevalece a espécie com porgdo aminoglicosidica (hidrofilica) carregada
positivamente devido a protonagdo do grupo amino. Em pH<5,0; caracteristico dos
tecidos tumorais, praticamente todas as moléculas de EPI assumem a forma da
estrutura (A). A posicdo dos hidrogénios acidos corresponde a prevista pela
literatura, quando comparada ao isbmero DOX. A elaboracdo do esquema
representativo do equilibrio poliprético da EPI concorda bem conhecida versatilidade
estrutural da droga capaz de responder a variagcdo de pH do meio sendo ideal para
uso em liberacao sensivel a variacao de pH. Além de oferecer a possibilidade de
potencializar seus efeitos terapéuticos. Esses dados sao importantes para orientar
quanto a melhor forma de administracdo do farmaco e com base nesses estudos
optamos por usar a EPI na forma da estrutura (A) por ser a encontrada no meio

ambiente tumoral.

6.3 Analise da ancoragem molecular

O estudo da ancoragem molecular teve em vista selecionar as poses mais
exergbnicas através do menor valor de energia livre de ligacdo para obter os
arquivos de input da dinamica molecular. O resultado da ancoragem pode ser visto

na Tabela 6.
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Tabela 6: Ranck de energia da ancoragem molecular e constante de inibigao.

Poses em Energia de Interagéo Constante de inibigao
ordem de energia (Kcal mol™) Ki (mM)

1 -4,15 0,911
2 -3,38 3,32

3 -2,99 6,42

4 -2,50 14,75
5 -2,40 17,28
6 -2,27 21,85
7 -2,15 26,55
8 -1,99 34,63
9 -1,86 43,18
10 -1,73 54,32

Conforme esses resultados foram possiveis organizar as 10 conformagdes de
menor energia em um ranck com a energia de interagao e a constante de inibicao de
cada pose. Os valores da constante de inibicao (Ki) que retrata a afinidade da QT
pela EPI ndo foram muito significativos, por isso, escolhemos as poses 1, 2 e 3 para
caracterizar o complexo por serem as de mais baixa energia e por visarmos a
modelagem de sistema estaveis. Entretanto, uma vez que esse € um resultado
aleatdrio, a caracterizagcao da estabilidade desses complexos e da forma como a QT
interage com a EPI foi feita através da analise da simulagéo realizada no programa
GROMACS.

6.4 Analise da energia total dos sistemas

O balango das forgas atrativas e repulsivas sobre o sistema foi investigado
através da anadlise da energia de Coulomb e Lennard Jones, onde um aumento na
energia foi atribuido a repulsdo e uma diminuicdo na energia foi atribuido a atracao
entre o ligante e a macromolécula. A Tabela 7 traz os dados da energia de Coulomb

e Lennard Jones para analise da estabilidade dos sistemas (S1,52,S3).
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Tabela 7: Valores médios e desvio padrdo da energia das contribuicdes de Coulomb e energia de
Lennard-Jones para a energia total do sistema contendo QT e EPI na proporg¢éo de (1:1) sistemas, S-
1, S-2, S-3.

Sistema (CS-EPI) | E., (KJ/mol) EL, (KJ/mol) Etotal = EcotELy
(KJ/mol)

S-1 (1:1) -2002551762,48 29821,6%+467,19 -170433+1229,67

S-2 (1:1) -2002891758,37 29834,7+468,69 -170454+1227,06

S-3 (1:1) -200057+758,02 29790,9%465,55 -170266+1223,57

A Tabela 7 mostra que os sistemas (S-1, S-2, S-3) apresentaram um valor
negativo muito alto para a energia de Coulomb e um valor positivo para a energia de
Lennard Jones muito menor em moédulo ao ser comparada a energia de Coulomb.
Como esperado isso ocorre porque as interagdes Coulombianas sdo de longo
alance e tendem a se sobressair as interacbes de Lennard Jones. Além disso, os
valores positivos da energia de Lennard Jones indicam que o complexo esta
dissociado e conforme vimos na introducgao isso € esperado devido a alta densidade
de carga da QT levar a uma repulsdo de cargas entre a QT e a EPI. O saldo das
energias de E¢q € ELy foi utilizado para contabilizar a energia total do sistema, a qual
serve de parametro para avaliar a estabilidade termodinadmica durante a simulacéo.

A tendéncia da energia de Lennard-Jones para os sistemas (S-1, S-2, S-3),

pode ser acompanhada pelas curvas que aparecem no grafico da Figura 19.
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Figura 19: Energia média de Lennard-Jones (B, D, F). Para os sistemas compostos por QT e EPI na

proporcao de (1:1), S-1, S-2, S-3.
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As curvas da energia de Lennard-Jones para os trés sistemas mostrados na

Figura 19 praticamente se sobrepdem, mostrando que a pequena diferenga de

valores que aparecem na Tabela 7 nao é significativa. Além disso, a energia de

Lennard-Jones praticamente nao varia durante os 20 ns de simulagdo para os

sistemas (S-1, S-2, S-3).

As curvas que aparecem no grafico da Figura 20 permitem analisar a

tendéncia da energia de Coulomb para os sistemas (S-1, S-2, S-3).
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Figura 20: Energia média de Coulomb Para os sistemas compostos por QT e EPI na propor¢ao de
(1:1), S-1, S-2, S-3.
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A Figura 20 mostra que em média a energia de Coulomb dos trés sistemas
analisados se mantém constante durante a simulagdo e os valores encontram se
muito proximos para os sistemas S1 e S3. O valor da energia de Coulomb do
sistema S3 mais alto que nos sistemas S1 e S2, mostra que esse sistema é
termodinamicamente mais instavel.

O saldo da energia de Coulomb e Lennard-Jones foi negativo, entretanto,
essa analise nao foi o suficiente para caracterizagao dos sistemas, portanto, esse

resultado foi complementado pelas analises a seguir.
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6.5 Analises da estabilidade dos complexos

Os parametros estruturais analisados a seguir tem por objetivo mostrar o
comportamento da QT e a estabilidade dos complexos, QT-EPI. Para tanto, os
resultados foram reunidos em tépicos separados para analise dos parametros area
acessivel ao solvente (sigla em inglés, solvent-accessible surface area SASA) e o
raio de giro (Rg).

Enquanto optamos por incluir no mesmo tépico a analise da minima distancia
entre as moléculas e de ligagdo de hidrogénio, pois notamos a importadncia de
estabelecer uma correlagcdo entre elas para caracterizar a forma como a EPI
interage com a QT. No entanto, a conclusdo sobre o comportamento dos sistemas

constitui a sintese dos resultados das analises na totalidade.

6.5.1 Analise da area acessivel ao solvente (SASA)

Julgamos necessario efetuar o calculo de SASA da quitosana nos complexos
para quantificar a variagcdo da area na qual um contato entre a QT e o solvente

ocorre e discutir como o comportamento dos sistemas justifica essa variagao.
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Figura 21: Valor médio da area acessivel ao solvente(SASA) para a quitosana nos sistemas (S-
1, S-2, S-3).
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Acompanhando os resultados dos calculos de superficie acessivel ao
solvente dos sistemas (S-1, S-2, S-3) que aparecem na Figura 21 vemos que em
meédia os valores de SASA se mantiveram aproximadamente constantes nos
primeiros 7 ns da dindmica, entre 7-12 ns o valor de SASA de cada sistema (S1, S2,
S3) diminui em menos de (0,1 nm?), mantendo se aproximadamente constante
durante os 8 ns finais da dinamica. Podemos considerar que a area acessivel ao
solvente foi estavel e apenas flutuou um pouco em torno dos valores médios de
cada sistema simulado durante os 20 ns da trajetdria. Diante disso, ao se considerar
cada um dos sistemas analisados o valor médio da area foi de (20.61+0,36) para S-
1; (20,64+0,37) para S-2; (20,65+0,36) para S-3, ou seja, as médias comparadas sao
razoavelmente semelhantes entre si. Esses resultados indicam que a QT néo

interage com a e EPI.
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Figura 22: Valor médio da area acessivel ao solvente(SASA) para a QT nos sistemas (S-4).
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De acordo com os resultados da Figura 22, o valor inicial da area acessivel ao
solvente do sistema S-4, 75 nm?, atinge um platd em 1 ns de simulacéo, passando
entdo a flutuar muito pouco em torno do valor médio de 90 nm?. Conforme vemos
nas imagens do sistema que acompanham o grafico, os decameros de QT estavam
inicialmente muito organizados préoximos a EPI, porem, durante o primeiro 1 ns de
simulacao as moléculas do sistema se afastaram deixando a QT mais exposta ao
solvente. Observamos no fiime da dinamica que desse instante em diante os
filamentos de QT ndo se aproximam mais da EPI e as moléculas apenas se dispdem
aleatoriamente no espaco. O aumento de 15 nm? do valor de SASA e a auséncia de
contato entre as moléculas durante a simulacao mostra que a QT e a EPI continuam
nao interagindo no sistema S4, tal como aponta os resultados para os sistemas (S1,
S2, S3).
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6.5.2 Analise do Raio de giro (Rg)

Uma vez que o raio de giro se refere a rotacdo da quitosana relativa a seu
centro de massa e a seu grau de compactacdo, consideramos esse Ry um dos

parametros mais importantes para discutir a estabilidade do complexo QT-EPI.

Figura 23: Rg da QT nos sistemas (S-1, S-2, S-3).
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O valor médio de Ry apresentado pelos sistemas (S1, S2, S3) foi,
respectivamente de (2,11+0,40) para o sistema (S1), (1,92+0,29) para (S2) e
1,9608+0,4942 para (S3), como mostra a Figura 23. Sendo que o valor inicial de
(1,5 nm) aumenta até atingir cerca de (3,3 nm) durante a simulag&o. As imagens dos
sistemas a (0 ns) e a (20 ns) vistas na legenda mostram que o complexo inicial se
desfaz o que justifica 0 aumento do Rg.
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Figura 24: Raio de giro (Ry) dos quatro filamentos de QT (S-4.1,5-4.2, S-4.3,S-4.4) do complexo (S-
4).
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Na Figura 24 o valor inicial do Rg é (1,4 nm) e esse valor flutua muito ao
longo da dindmica. A analise mostra que o sistema (S4) translada durante a
simulacao levando, portanto, ao afastamento das moléculas. As imagens do sistema

(S4) no grafico confirmam que o complexo nao se forma.
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6.5.3 Analise de ligagcao de Hidrogénio e calculo de minima

distancia

Uma vez que a revisao bibliografica mostra que a QT pode interagir com EPI
por ligacdo de hidrogénio e estando presentes muitos grupos polares na estrutura
dessas moléculas, foi importante caracterizar o numero de liga¢cées de Hidrogénio
presentes nesses sistemas para entendermos o comportamento dos complexos

modelados.

Tabela 8: Valor médio com o desvio padrao do numero total de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares entre a QT e a EPI, para 20 ns de simulagio.

Sistemas Oaqr..... Osgua Okpi.....Osgua Okr...... Oar

N ligagoes N ligagoes N ligagoes

EPI - 12,95+1,84 -

S1; (20 ns) 44,361+4,16 12,61+1,90 0,20+0,54
S2; (20 ns) 45,3614,20 13,11+1,96 0,11+0,38
S3; (20 ns) 45,3614,27 13,00+1,88 0,09+0,41
S-4.1; (100 ns) 45,30+4,06 12,91+1,89 0,03+0,20
S-4.2; (100 ns) 45,49+4,00 12,91+1,89 0,02+0,16
S-4.3; (100 ns) 45,42+4,18 12,91+1,89 0,01+0,15
S-4.4 (100 ns); 45,56+4,09 12,91+1,89 0,03+0,23
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Figura 25: Estrutura da EPI e da QT, as setas verdes apontam os grupos passiveis de estabelecer
interacédo de Hidrogénio.

A Figura 25 mostra que a EPI possui 12 grupos passiveis de interagir por
ligacdo de Hidrogénio e a Tabela 8 mostra que ha em média 12 ligacbes de
Hidrogénio entre a EPI e a agua, mas entre a EPIl e a QT esse numero fica proximo
de zero. Entretanto, ha 52 grupos polares em destaque na estrutura da QT, porem, a
Tabela 8 indica que em média ha 45 ligagées de Hidrogénio entre a QT e a agua.
Isso mostra que a QT tem maior afinidade pela agua que pela EPI, portanto, é
esperado que a aproximacao entre elas ndo se mantivesse por muito tempo ou até
mesmo que o movimento aleatorio das particulas do solvente possa empurrar a EPI
em direcdo a QT sem a QT e a EPI estarem interagindo. Por isso a melhor forma de
entendermos o que aconteceu entre a QT e a EPI a nivel molecular é através da

analise dos graficos da Figura 26.
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Figura 26: A) Grafico de niumero de ligagdes de Hidrogénio, Ogp

Oar; B) Gréficos de calculo de

minima distancia entre a QT e a EPI, sistemas de menor massa, (S-1), (S-2), (S-3).
| =

Mdmero

grafico de minima distancia, observamos que ha trés intervalos (0-4; 11-14; 16-20
ns) em especial durante os quais a distancia entre as moléculas € a menor e se
mantem constante o bastante para ocorrer formagao do complexo, esses intervalos
coincidem com aqueles no grafico de numero de ligagdes de Hidrogénio em que ha
ligacdes presentes. O filme da dindmica molecular mostra que ocorre contato entre a

QT e a EPI em alguns instantes compreendidos entre esses intervalos, porem, esse
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contato nao se mantém devido a instabilidade dos sistemas. Por isso a analise de

um sistema contendo um numero maior de moléculas de QT foi importante para

discutir o comportamento dos sistemas constituidos por QT 50% protonada com

(GA=20%) e a EPI com grupo amino protonado.
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Figura 27: A) Calculo de numero de ligagdes de Hidrogénio, Ogpi......Oqr; B) Calculo de minima
distancia entre a QT e a EPI, sistema de maior massa (S4).
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O resultado apresentado na Figura 27 confirma a instabilidade do complexo
uma vez que a minima distancia entre a QT e a EPIl ndo se mantém por um intervalo
de tempo apreciavel e de acordo com o grafico de numero de ligagdes a presenca
de ligagdes de hidrogénio foi escassa ao longo da dindmica. Além disso, o filme
mostrou que as moléculas se afastam tdo logo a dindmica comega e todos os
resultados analisados mostraram que os complexos modelados nesse trabalho se

comportam como sistemas inertes.

60



7 Conclusao

Os estudos mostraram que os principais agentes de mudangas quando a EPI
deixa a forma livre e constitui o complexo, QT-EPI, sdo as variacboes
conformacionais e o seu estado de protonagdo. Analogamente, a grande
flexibilidade e o estado de protonagdo da QT também foram fatores relevantes no

estudo da interagao.

Consequentemente, a realizagdo das analises estruturais foi extremamente
importante para entender como as variagdes coformacionais das moléculas e a
repulsdo de cargas levaram os complexos iniciais a se desfazerem liberando a EPI.
Assim como o filme da dindmica confirmou que as moléculas se aproximavam, mas
o complexo nédo se formava, pois, a afinidade da QT pela agua foi maior que a
afinidade pela EPI. Em fungao da repulsdo de cargas prevista na revisao literaria, ao
quadruplicarmos o numero de filamentos de QT n&o ocorreu mais contato entre a
EPI e a QT durante nenhum instante da dinamica. De onde podemos concluir que
prevaleceram os aspectos de um comportamento aleatério das moléculas nos

sistemas em estudo.

Em termos praticos, isso significa que a EPI protonada e a QT (GA=20% e
pH=6,5) ndo interagem, portanto, ndo sdo promissoras para a sintese de uma NPs
com alta eficiéncia de encapsulamento. Recomendamos através desse trabalho, o
aprofundamento dos estudos da interagdo para a EPI e a QT em outros estados de

protonacgao.
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