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RESUMO

O cancer de pele constitui o tipo de neoplasia mais incidente no Brasil. Nesse contexto, os
psoralenos representam uma classe de furanocumarinas com reconhecido potencial
fotobiologico, embora sua aplicagdo terapéutica seja limitada pelo potencial mutagénico
associado a fototerapia PUVA (psoraleno + radiagdo UVA). A 3-etoxicarbonil-2H-
benzo[f][1]benzopirano-2-ona (ECB-BFP) foi desenvolvida com o objetivo de apresentar
atividade antitumoral associada a um menor potencial mutagénico em comparagdo a
fototerapia PUVA. Apesar desse potencial, sua aplicacdo direta ainda encontra limitagdes
importantes, decorrentes de seu carater hidrofobico e consequente limitagdo de
biodisponibilidade. Nesse contexto, o uso de drug delivery system (DDS) torna-se uma
estratégia relevante. Este estudo teve como objetivo avaliar comparativamente o desempenho
estrutural e energético de trés sistemas de drug delivery baseados em B-ciclodextrinas para o
encapsulamento do ECB-BFP, visando identificar o sistema mais promissor para aplicacao
farmacéutica, por meio de simulagdes de dindmica molecular. Os sistemas foram construidos
com diferentes modificacdes estruturais € analisados com o software NAMD 3.0, utilizando o
campo de forca CHARMM?27. Foram avaliados os parametros de RMSD, niimero de ligagdes
de hidrogénio e energia de interacdo. Os resultados indicam que o DDS1 apresenta maior
estabilidade estrutural, com variagdes entre 1 e 2 nm. Ja os sistemas DDS2 ¢ DDS3 exibem
maior flexibilidade conformacional, com valores de RMSD entre 1-6 nm e 1-5 nm,
respectivamente. Ainda assim, o DDS3 se destaca pelo maior nimero de ligagdes de
hidrogénio e por um perfil energético mais favoravel, indicando maior capacidade de
interacdo com o meio aquoso. A hidrofobicidade segue a ordem DDS2 > DDS3 > DDSI,
enquanto a favorabilidade energética acompanha essa mesma tendéncia, sugerindo maior
afinidade hidrofobica do DDS2, porém com impacto negativo na solubilidade. Considerando
o conjunto dos dados, verifica-se que, embora o DDS1 seja mais estavel do ponto de vista
estrutural, o DDS3 apresenta um equilibrio mais adequado entre estabilidade, solubilidade e
interacao molecular. Essas caracteristicas sdo fundamentais para promover maior estabilidade
em solugdo e liberagdo eficiente do farmaco. Assim, o DDS3 se configura como a alternativa
mais promissora para otimizar a biodisponibilidade e o efeito terapéutico do ECB-BFP em

aplicagdes anticancerigenas.

Palavras-chave: Drug Delivery; dindmica molecular; anticancerigeno; benzopsoraleno; Beta-

ciclodextrina.



ABSTRACT

Skin cancer is the most common type of neoplasm in Brazil. In this context, psoralens
represent a class of furanocoumarins with recognized photobiological potential, although their
therapeutic use is limited by the mutagenic potential associated with PUVA phototherapy
(psoralen + UVA radiation). 3-ethoxycarbonyl-2H-benzo[f][1]benzopyran-2-one (ECB-BFP)
was developed with the aim of exhibiting antitumor activity associated with a lower
mutagenic potential compared to PUVA phototherapy. Despite this potential, its direct
application still faces important limitations due to its hydrophobic nature and consequent low
bioavailability. In this context, the use of drug delivery systems (DDS) emerges as a relevant
strategy. This study aimed to comparatively evaluate the structural and energetic performance
of three B-cyclodextrin-based drug delivery systems for ECB-BFP encapsulation, in order to
identify the most promising system for pharmaceutical application through molecular
dynamics simulations. The systems were constructed with different structural modifications
and analyzed using NAMD 3.0 software with the CHARMM?27 force field. Root mean square
deviation (RMSD), number of hydrogen bonds, and interaction energy were evaluated. The
results indicate that DDS1 exhibits greater structural stability, with variations between 1 and 2
nm. In contrast, DDS2 and DDS3 show higher conformational flexibility, with RMSD values
ranging from 1-6 nm and 1-5 nm, respectively. Nevertheless, DDS3 stands out due to its
higher number of hydrogen bonds and a more favorable energetic profile, indicating a greater
capacity for interaction with the aqueous environment. Hydrophobicity follows the order
DDS2 > DDS3 > DDSI, while energetic favorability follows the same trend, suggesting a
higher hydrophobic affinity for DDS2, albeit with a negative impact on solubility.
Considering the overall data, although DDSI1 is more structurally stable, DDS3 presents a
more suitable balance between stability, solubility, and molecular interactions. These
characteristics are essential to promote greater solution stability and efficient drug release.
Therefore, DDS3 emerges as the most promising alternative to optimize the bioavailability

and therapeutic effect of ECB-BFP in anticancer applications.

Keywords: Drug Delivery; molecular dynamics; anticancer; benzopsoralen; Beta-

cyclodextrin.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de pele

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, recobrindo toda a superficie externa e
desempenhando fungdes essenciais, como protecdo contra agentes fisicos, quimicos e
bioldgicos, além de atuar como interface imunoldgica com o meio externo (Lopez-Ojeda et
al., 2022).

O cancer de pele compreende um conjunto heterogéneo de neoplasias caracterizadas
pelo crescimento descontrolado de células cutaneas, sendo o tipo de cancer mais frequente
tanto no Brasil quanto no mundo (Brasil, 2022; Sathe; Zito, 2025). Em 2022, foram
registrados aproximadamente 1,5 milhdo de novos casos globalmente, segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), evidenciando sua relevancia epidemiologica.

De acordo com a 5* edicdo da Classificagao de Tumores da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), as neoplasias cutdneas sdo categorizadas em diferentes grupos, incluindo
tumores de queratindcitos, melanomas, anexiais, de origem hematopoiética e linfoide,
tumores da unidade ungueal, tumores de partes moles, metastases cutaneas e sindromes
genéticas associadas (OMS, 2023).

Dessa forma, destacam-se os tumores ndo melanomas por serem o cancer de pele mais
comum, sendo atrelados a tumores de queratindcitos principalmente os carcinomas
(Firnhaber, 2020). Nota-se também, a relevancia clinica dos tumores melanomas, uma vez
que possuem elevada agressividade e potencial metastatico, sendo responsaveis pela maior
parte das mortes relacionadas ao cancer de pele, apesar de sua menor incidéncia (Junior et al.,
2025). Além disso, apesar de sua menor incidéncia e gravidade, o Linfoma Cutineo de
Células T (LCCT) destaca-se por suas caracteristicas distintas pela sua origem hematopoiética
e linfoide que, em estagios iniciais, apresenta manifestagao cutdnea, sendo favoravel para

abordagens localizadas (Sousa et al., 2024).

1.1.1. Tumores de Queratindcitos

Os tumores de queratindcitos englobam neoplasias cutdneas ndo melanoma
principalmente os carcinomas basocelular (CBC) e espinocelular (CEC), além de suas formas
in situ e lesOes pré-malignas associadas, como a Doenca de Bowen e a queratose actinica

(KA). Esse grupo representa o conjunto mais incidente de neoplasias humanas, com
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estimativas de centenas de milhares de novos casos anuais apenas no Brasil, e milhdes no
mundo, configurando um importante problema de satude publica (INCA, 2020; ONCOGUIA,
2020; Girvalak et al., 2020).

Figura 1 - Numero estimado de incidéncia de casos de cincer de pele ndo melanoma no
mundo, de 2018 a 2040 (ambos os sexos)
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Fonte: Adaptado de Girvalak et al. (2020)

Essas neoplasias originam-se de queratinocitos da epiderme e estdo fortemente
associadas a exposicdo cronica a radiacdo ultravioleta, especialmente em regides quentes.
Globalmente, o CBC constitui o subtipo mais frequente, seguido pelo CEC, ambos
apresentando aumento de incidéncia em populagdes expostas intensamente ao sol, como nas
regidoes Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Ferrari et al., 2018; INCA, 2020).

Embora o CBC apresente crescimento lento e baixo potencial metastatico, ¢ a
queratose actinica seja considerada uma lesdo pré-maligna, essas condi¢des possuem elevada
taxa de recorréncia e frequentemente se manifestam de forma multifocal. Ademais, a Doenga
de Bowen representa uma forma intraepidérmica de carcinoma espinocelular, com potencial
de progressao para formas invasivas, especialmente quando ndo tratada adequadamente
(Santos, 2016; ONCOGUIA, 2020).

O diagndstico dessas lesdes baseia-se na avaliagdo clinico-dermatoldgica associada a
confirmacao histopatologica, sendo frequentemente necessaria a realizagdo de bidpsia para
diferenciar lesdes inflamatérias benignas de neoplasias iniciais (INCA, 2020; ONCOGUIA,
2020). Apesar dos avancos nos métodos diagnosticos, 0 manejo terapéutico ainda apresenta
limitacdes relevantes, especialmente em areas extensas de pele com alteragdes pré-

neoplésicas, o que dificulta o controle local eficaz (Santos, 2016; Ferrari et al., 2018).
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As abordagens terapéuticas convencionais, como excisdo cirurgica, crioterapia € 0 uso
de agentes topicos, embora eficazes em determinados casos, podem estar associadas a efeitos
adversos locais, baixa adesdao ao tratamento e dificuldade no manejo de lesdes multiplas ou
recorrentes (Peleg-Shiloach et al., 2015; ONCOGUIA, 2020). Nesse contexto, torna-se
evidente a necessidade de estratégias terapéuticas mais seletivas, que permitam maior

penetragdo cutanea e controle sustentado da liberagdo de farmacos.
1.1.2. Melanoma cutineo

O melanoma cutaneo ¢ a neoplasia dermatoldgica de maior letalidade, originando-se
por meio da transformagdo maligna de melandcitos da camada basal da epiderme. A
Sociedade Brasileira de Cirurgia Oncoldgica (SBCO, 2023), utilizando os dados da Cancer
Tomorrow (2022), relatou duas projecdes alarmantes: um incremento de 72% na incidéncia e
80% na mortalidade até 2045. Dessa forma, nota-se a necessidade de frear o avanco da doenca

para reduzir os danos a saude publica.

Figura 2 — Comparacio entre o nimero casos de melanoma cutineo em 2022 e a
projecao para 2045 no Brasil

2022 2045

9 676 15 923

Fonte: Cancer Tomorrow (2022)
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Figura 3 - Comparacio entre a mortalidade de pessoas acometidas pelo melanoma
cutaneo em 2022 e a projecoes para 2045 no Brasil
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Fonte: Cancer Tomorrow (2022)

A complexidade da enfermidade manifesta-se principalmente pelos seguintes
hallmarks:

o Desregulacdo energética: via ativacdo das vias mTORCI e glicolise (Dantas
et al., 2024);

o Instabilidade gendmica e mutacio: mutagdes em BRAF, NRAS ¢ alteracdes
na via MAPK levam a resisténcia intrinseca e adquirida as terapias
convencionais (Dimitriou et al., 2018 apud MS, 2022);

e Invasdo e metastase: facilitada por evasdo imunolédgica e remodelacdo da

matriz extracelular (Wan; Jin; Wang, 2020; Santos, 2019).

Historicamente, o tratamento foi baseado na dacarbazina, com beneficio limitado
(Robert et al.,, 2011). A partir de 2010, terapias-alvo direcionadas a via BRAF/MEK
ampliaram a sobrevida livre de progressao (Flaherty et al., 2016). Mais recentemente,
imunoterapias também demonstraram impacto em sobrevida global (Wolchok et al., 2016;
Barrios et al., 2020), embora persistam resisténcia tumoral e eventos adversos relevantes
(Schvartsman, 2025; Wainstein et al., 2017; Conitec, 2021).

Diante dessas limitagdes, estratégias baseadas em sistemas de drug delivery vém sendo
investigadas para aumentar seletividade tumoral e biodisponibilidade de agentes
antineoplésicos (Yuan et al., 2019), explorando a vulnerabilidade gendmica do melanoma e
sua dependéncia de vias proliferativas (Galiastatos et al., 2024; Pauno et al., 2014; Wang et

al., 2011).

1.1.3. Linfoma cutineo de células T (LCCT)
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O Linfoma cutaneo de células T (LCCT) ¢ um linfoma ndo Hodgkin priméario da pele
caracterizado pelo aciimulo clonal de linfocitos T maduros, predominantemente CD4 , que
infiltram epiderme e derme. Aproximadamente 75% dos linfomas cutdneos derivam de
células T, sendo cerca de 60% representados pela micose fungoide e pela sindrome de Sézary.
Embora frequentemente indolente nas fases iniciais, o LCCT pode evoluir para doenca
sistémica em estagios avancados (Castro; Santos; Matsubara, 2015; Gilson et al., 2018).

Sob a perspectiva dos hallmarks do cancer, trés processos se destacam como centrais
na biologia do LCCT:

e A producio de promotores de crescimento, sustentada por ativagdo
constitutiva de vias de sinalizacdo como TCR, NF kB e JAK STAT, além de
alteracdes em reguladores do ciclo celular, o que mantém os linfocitos T
malignos em estado de ativacdo e proliferagdo continuas (Yumeen; Girardi,
2020; Walia; Yeung, 2020).

e A evasido da apoptose, em que desequilibrios entre proteinas pro e
antiapoptoticas, bem como alteragdes em vias de morte celular como Fas/FasL,
conferem vantagem de sobrevivéncia prolongada as células neoplésicas
(Yumeen; Girardi, 2020; Reneau et al., 2021).

e O escape do sistema imune: o microambiente cutineo torna se
progressivamente dominado por citocinas com perfil Th2/Treg, expressdo de
moléculas de checkpoint imune e outras estratégias de imunossupressao,
reduzindo a vigilancia imunoldgica e favorecendo a persisténcia tumoral
cronica (Walia; Yeung, 2020; Patil et al., 2022).

Nos estagios avancados, a acumulagdo progressiva de alteracdes genOmicas e
epigenéticas compativeis com o hallmark de instabilidade gendmica e mutagdo favorece o
surgimento de subclones mais agressivos, associados a capacidade invasiva e disseminagdo
sistémica, o que se traduz clinicamente em placas infiltradas, tumores cutidneos e
acometimento extracutaneo (Castro; Santos; Matsubara, 2015; Gilson et al., 2018; Yumeen;
Girardi, 2020).

As abordagens terapéuticas atuais incluem fototerapia, terapias topicas e tratamentos
sistémicos (Hristov; Tejasvi; Wilcox, 2021). Contudo, essas estratégias apresentam limitagdes
importantes, como toxicidade cumulativa, risco de carcinogénese cutinea e elevada taxa de
recidiva (Sanches et al., 2021), evidenciando a necessidade de terapias mais seletivas e

direcionadas aos mecanismos moleculares da doenca.



1.2. Benzopsoralenos como potenciais agentes antitumorais
1.2.1. Historia dos estudos de furanocumarinas e derivados

A descoberta e desenvolvimento de farmacos antineoplasicos cutaneos com
seletividade tumoral e menor toxicidade sistémica ¢ um dos principais desafios da
oncologia moderna. Assim, compostos benzofuranocumarinicos
(benzofurano[ 1 [benzopironas) sdo promissores para superar essas limitagdes, devido a sua
fotoatividade.

As furanocumarinas sdo caracterizadas pela fusdo de um ntcleo cumarinico com
um anel furanico em diferentes posi¢des, conferindo-lhes propriedades fotobioldgicas
singulares e potencial terapéutico (Laskin, 1989; Ren et al, 2020). Sdo classificadas em
lineares e angulares segundo a posicdo do furano em relacdo aos demais anéis. Nas
lineares, o anel furdnico se funde nas posi¢des 6 ¢ 7 do nucleo cumarinico, como o 8-
metoxipsoraleno (8-MOP) e nas angulares, a fusdo ocorre nas posi¢des 7 € 8, como a
angelicina (Quevedo, 2011).

Figura 4 - Exemplo de furanocumarinas linear (psoraleno)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura S - Exemplo de furanocumarina angular (angelicina)
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Fonte: Elaborado pelo autor

A utilizacdo de furanocumarinas e seus derivados possui registros desde o século
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XIX. Em 1833, a primeira furanocumarina linear foi descoberta e em 1844, a primeira
angular (Schlatter, 1833; Schnedermann; Winckler, 1844). Entretanto, apenas nas décadas
de 1960-1970, ocorreu um aumento do interesse internacional na atividade farmacéutica
desses compostos psoralénicos, principalmente na antiga Unido Soviética (Kuznetsova,
1967; Pimenov, 1971 apud Shtratnikova, 2023).

Em 1947, o isolamento do 8-MOP deu inicio a terapia com psoraleno e ultravioleta
A (P+UVA), fundada no conhecimento empirico medieval arabe documentado desde o
século XIII (Barros et al., 2021). Em 1962, foi demonstrada a efic4cia superior do 8-MOP
quando estimulado pela radiagdo UVA, particularmente, no tratamento da psoriase,
consolidando a fotoativagdo como estratégia terapéutica (Cestari; Pessato; Corréa, 2007).
O desenvolvimento primario da PUVA abriu perspectivas inovadoras para a investigacao
de benzopsoralenos e seus analogos sintéticos como agentes farmacéuticos com
propriedades potencializadas.

Os estudos de Fitzpatrick e Parrish (1974) formalizaram o termo “terapia PUVA”
para denominar essa modalidade terapéutica revolucionaria (Barros et al., 2021). Em 1979,
o S-metoxipsoraleno (5-MOP) foi introduzido como alternativa terapéutica oral para
vitiligo, psoriase moderada a grave, micose fungdide e prurigo nodular, expandindo o
escopo clinico dos compostos psoralénicos (Cestari; Pessato; Corréa, 2007).

Na hodiernidade, os compostos benzopsoralenos sdo progressivamente estudados
devido as suas capacidades farmacoldgicas. Isso ¢ evidente, uma vez que a xantotoxina
(metoxaleno) ¢ um medicamento furanocumarinico, aprovado pelo FDA (Food and Drug

Administration).

Figura 6 - Linha da utilizacdo de psoralenos e benzopsoralenos
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A partir do uso histérico, surge a necessidade de entender o mecanismo de agdo

molecular desses compostos.



1.2.2. Mecanismo de a¢ao dos psoralenos

Os benzopsoralenos sdo benzofurocumarinas que apresentam um mecanismo de
acdo dual, caracterizado por processos fotoinduzidos e independentes de luz, os quais
estdo intrinsecamente ligados a sua estrutura m-conjugada e propriedades fotofisicas
(Rodrigues-Correia et al., 2014).

Sob irradiagdo com radiacdo ultravioleta A (UV-A), essas moléculas sdo excitadas
para o estado singlete, seguido de cruzamento intersistema para o estado tripleto,
altamente reativo (Bordin et al., 1991). Nesse estado, os benzopsoralenos interagem com o
DNA por intercalacdo entre pares de bases, formando monoadutos covalentes (Hearst,
1989).

Paralelamente, verifica-se transferéncia de energia para o oxigénio molecular,
gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), como oxigénio singlete, que induzem dano
oxidativo a lipidios, proteinas e acidos nucleicos (de forma dependente do microambiente
e da localizag¢do do farmaco) (Rodrigues-Correia et al., 2014).

Esses eventos ativam vias de resposta ao dano no DNA, incluindo p53, MAPK e
caspases, resultando em parada do ciclo celular e apoptose (Austin et al., 2014). Ademais,
os benzopsoralenos exibem efeitos citotoxicos independentes da luz, relacionados a
inibi¢ao de enzimas metabolizadoras, intercalagao reversivel no DNA e modulacao de vias

de sinalizagdo celular (Bordin et al., 1991).

1.2.2.1. Vantagens dos benzopsoralenos angulares

A selecdo do composto angular 3-etoxicarbonila-2H-benzo[f]benzopiran-2-ona
(ECB-BFP), como modelo para o desenvolvimento de drug delivery systems (DDSs)
fundamenta-se em vantagens estruturais, fotoquimicas e farmacoldgicas em relagdo aos
psoralenos lineares classicos, especialmente no que se refere a seguranga e aplicabilidade
terapéutica.

Psoralenos lineares, historicamente empregados em protocolos PUVA e em
terapias fotodindmicas iniciais, apresentam elevada propensdo a intercalagdo no DNA.
Apés irradiacio UVA, favorecem a formacdo de ligagcdes cruzadas intercadeias,

\

mecanismo associado a eficacia citotdoxica, porém fortemente correlacionado a
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fototoxicidade cumulativa, mutagenicidade e danos genotoxicos irreversiveis (Spielmann

et al., 1995; Bordin et al., 1993).

Figura 7 — Estrutura de um psoraleno linear

o) 0

Fonte: Adaptado de Dall’ Acqua et al. (1996)

Em contraste, benzopsoralenos angulares apresentam geometria molecular rigida e
estereoquimicamente restritiva, que limita a intercala¢do entre pares de bases e direciona a
fotoadicdo majoritariamente para monoadutos monofuncionais. Essa caracteristica reduz
significativamente a formacdo de cross-links intercadeias e resulta em menor potencial
genotoxico e melhor perfil de seguranca a longo prazo (Bordin et al., 1993; Gast et al.,

1984).

Figura 8 - Estrutura de um benzopsoraleno fotossensivel

Fonte: Adaptado de Silva (2025)

Figura 9 — Estrutura da molécula ECB-BFP
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O O—\

Fonte: Elaborado pelo autor

Quando ativados por radiacdo UVA (320—400 nm), esses compostos apresentam
geracdo eficiente de oxigénio singlete, favorecendo dano oxidativo potencialmente

seletivo, dependendo do microambiente tumoral (Kitamura et al., 2005; Ren et al., 2020).

Tabela 1 - Diferenca de perfil genotoxico entre psoralenos lineares e angulares

Linear —» UVA — Intercalacao profunda — Cross-links — Alta genotoxicidade
Angular — UVA — Interagao restrita — Monoadutos — Menor dano genético

Fonte: Elaborado pelo autor

1.2.3. ECB-BFP: caracteristicas quimicas, desafios e relevancia

oncoldégica

O composto 3-etoxicarbonila-2H-benzo[f]benzopiran-2-ona (ECB-BFP) ¢ um
benzopsoraleno angular de estrutura altamente hidrofobica, apresentando solubilidade aquosa
extremamente baixa, log P elevado e tendéncia marcada a agregagcdo, o que compromete
dispersdo em meios bioldgicos, reduz biodisponibilidade e dificulta formulacdes

farmacéuticas estaveis (Gomes et al., 2007). Essas propriedades limitam significativamente
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sua administra¢do sistémica, tornando o farmaco inadequado para uso direto sem suporte
tecnologico.

O desenvolvimento da 3-etoxicarbonil-2H-benzo[f]benzopiran-2-ona (ECB-BFP)
insere-se em uma estratégia de modificacdo molecular de benzopsoralenos conduzida pelo
grupo de Ana Maria Ferreira de Oliveira-Campos, da Universidade do Minho, com o objetivo
de obter derivados com menor potencial mutagénico em relagdo aos psoralenos empregados
na terapia PUVA. O racional sintético fundamentou-se na introducao de substituintes no
nicleo benzopsoralénico capazes de modular sua reatividade fotoquimica, reduzindo a
formagao de ligagdes cruzadas entre as fitas de DNA, principal mecanismo associado aos
efeitos genotoxicos dessa classe de compostos (Oliveira-Campos et al., 2003; Gomes et al.,
2004).

Embora essas modificagdes estruturais representassem um avango do ponto de vista
quimico e toxicologico, a ECB-BFP manteve o carater marcadamente hidrofobico
caracteristico dos benzopsoralenos. Em decorréncia dessa limitagdo, Gomes, Soares e
Machado (2004) propuseram sua incorporacao em nanoparticulas de poli (4cido latico-co-
glicolico) (PLGA), demonstrando que estratégias de encapsulamento constituiam uma
alternativa promissora para reduzir a toxicidade e contornar as limitagdes farmacotécnicas

decorrentes da baixa solubilidade do composto.

Figura 10 - Estrutura em 3D da molécula ECB-BFP no VMD

Fonte: Autoria propria

Legenda: Estrutura quimica em 3D da molécula 3-
etoxicarbonila-2H-benzo[f][1]benzopiran-2-ona, um derivado
benzopsoralénico angular contendo nucleo benzopirano, grupo
éster etoxicarbonila e sistema aromatico conjugado. Na aba
“Coloring Method — Name” no VMD, a representagdo grafica
diferencia atomos individuais distribuindo cores padrdes, sendo
o oxigénio ¢ vermelho, hidrogénio ¢ branco, carbono em ciano.

J4

No contexto fotobioldgico, o ECB-BFP absorve radiacdo na regido do UVA e ¢

promovido a um estado eletronico excitado que, apds o processo de cruzamento intersistemas
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(intersystem crossing), origina um estado tripleto excitado, caracterizado por maior tempo de
vida em relacdo ao estado singleto excitado. A partir desse estado, a molécula pode participar
de processos fotofisicos, incluindo a transferéncia de energia ao oxigénio molecular,
resultando na formacdo de oxigénio singlete ('O ), além de desencadear reacdes oxidativas
capazes de induzir danos em biomoléculas. Entretanto, a dependéncia da fotoativacdo limita
sua aplicacdo em lesdes tumorais localizadas em tecidos mais profundos, uma vez que a
radiacdo UVA apresenta baixa capacidade de penetracao tecidual e as espécies reativas de
oxigénio possuem elevada reatividade, curto tempo de vida e reduzida distancia de difusdo.
Dessa forma, torna-se desejavel o desenvolvimento de sistemas capazes de estabilizar o
farmaco e favorecer sua liberacdo no microambiente tumoral (Kitamura et al., 2005; Ren et
al., 2020).

O metabolismo do ECB-BFP também representa um desafio. Estudos demonstram
interagdo com CYP2A6, resultando em formacdo de metabolitos reativos e variabilidade
interindividual na taxa de biotransformagdo. Esses fatores reduzem a previsibilidade

farmacocinética e aumentam o risco de intera¢cdes medicamentosas.

1.2.4. SAR e farmacocinética da molécula

A avaliagdo do potencial farmacologico de um composto ndo depende
exclusivamente da demonstracdo de atividade biologica, mas também da compreensdo de
como suas propriedades fisico-quimicas podem influenciar o comportamento no
organismo. Nesse sentido, os parametros relacionados a absor¢do, distribuigdo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) sdo determinantes para a transposi¢do de
um composto bioativo para uma aplicacao terapéutica. No caso do ECB-BFP, embora
estudos prévios indiquem potencial antitumoral para derivados benzopsoralénicos,
aspectos relacionados principalmente a sua natureza estrutural hidrofébica devem ser
considerados durante o desenvolvimento de estratégias capazes de melhorar seu
desempenho farmacolégico.

O ECB-BFP apresenta um nucleo benzopsoralénico constituido por um sistema
aromatico policiclico conjugado, cuja rigidez estrutural e distribuicdo eletronica estdo
relacionadas as propriedades fotoquimicas e bioldgicas descritas para essa classe de
compostos. Entretanto, essas mesmas caracteristicas também influenciam seu
comportamento fisico-quimico, especialmente pela predominancia de regides apolares em

sua estrutura. A elevada extensdo do sistema conjugado favorece interagdes



intermoleculares hidrofébicas e pode contribuir para uma menor interacdo com o meio
aquoso, tornando a solubilidade uma possivel limitacdo para sua disponibilidade em
condigdes fisiologicas.

Embora a solubilidade aquosa do ECB-BFP ainda ndo tenha sido determinada
experimentalmente, sua estrutura molecular permite estabelecer hipoteses sobre esse
parametro a partir de relagdes ja descritas para compostos aromaticos de caracteristicas
semelhantes. A presenca de superficies aromadticas extensas e a reduzida capacidade de
estabelecer interagdes favoraveis com moléculas de 4gua podem dificultar o processo de
solvatacdo, enquanto o empacotamento eficiente das moléculas no estado solido pode
reduzir ainda mais sua dissolu¢do. Dessa maneira, é possivel inferir que a baixa
disponibilidade em meio aquoso represente um aspecto relevante a ser considerado no
desenvolvimento farmacéutico do composto.

A baixa solubilidade ¢ reconhecida como um dos principais desafios no
desenvolvimento de moléculas bioativas, especialmente entre compostos com elevada
lipofilicidade. De acordo com os principios do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(BCS), limitagdes na dissolu¢do podem comprometer a disponibilidade do fairmaco no
organismo. Apesar de o ECB-BFP nao possuir classificagdo experimental estabelecida
nesse sistema, suas caracteristicas estruturais sugerem a possibilidade de apresentar
comportamento compativel com moléculas cuja aplicacao farmacolédgica pode ser limitada
pela baixa solubilidade.

A permeabilidade celular também deve ser analisada em conjunto com a
solubilidade, uma vez que essas propriedades apresentam relagdo de equilibrio. Moléculas
mais lipofilicas tendem a apresentar maior capacidade de atravessar membranas
biologicas, porém o aumento excessivo dessa caracteristica pode resultar em baixa
dispersdao no meio fisiologico, agregacdo molecular ou interacdes inespecificas com
componentes celulares. Portanto, a elevada hidrofobicidade, embora possa favorecer
determinadas interacOes moleculares, nem sempre representa uma vantagem
farmacologica quando considerada isoladamente.

Essa relacdo entre propriedades estruturais e comportamento farmacologico ¢
particularmente relevante para os benzopsoralenos. A presenca do sistema aromatico
conjugado esta associada as propriedades eletronicas necessarias para sua atividade, mas
também pode contribuir para limitagcdes relacionadas a solubilidade e ao perfil
farmacocinético. Dessa maneira, modificagdes estruturais ou estratégias de formulagdo

tornam-se alternativas importantes para buscar um equilibrio entre atividade biologica e
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propriedades biofarmacéuticas adequadas.

Oliveira et al. (2007) demonstraram que derivados benzopsoralénicos apresentaram
atividade citotoxica contra diferentes linhagens tumorais humanas, incluindo MCF-7, SF-
268 e NCI-H460, evidenciando o potencial dessa classe quimica como fonte de novos
agentes antitumorais. Entretanto, esses estudos concentraram-se principalmente na
avaliagdo da atividade bioldgica, ndo contemplando uma caracterizagdo abrangente dos
parametros farmacocinéticos do ECB-BFP. Assim, ainda existem lacunas relacionadas ao
comportamento do composto no organismo, especialmente quanto aos processos de
distribuicdo, metabolismo e eliminagdo.

Além das limitagdes relacionadas a biodisponibilidade, os benzopsoralenos
apresentam uma relacao historica com questdes toxicologicas associadas aos psoralenos
utilizados na terapia PUVA. Esses compostos podem formar ligacdes cruzadas entre fitas
de DNA apods ativagdo por radiagdo UVA, mecanismo relacionado tanto ao efeito
terapéutico quanto aos efeitos genotoxicos observados apds exposi¢do prolongada. O
desenvolvimento do ECB-BFP foi baseado na modificagdo estrutural desse nucleo
quimico, buscando manter propriedades farmacologicas desejaveis e reduzir caracteristicas
associadas ao perfil mutagénico dos psoralenos convencionais.

Apesar da auséncia de estudos completos de ADMET para o ECB-BFP, sua
estrutura permite levantar hipdteses sobre possiveis comportamentos farmacocinéticos.
Compostos contendo sistemas aromaticos extensos podem sofrer metabolismo oxidativo,
principalmente por enzimas da familia do citocromo P450, embora essa hipotese necessite
de confirmacdo experimental. Da mesma forma, pardmetros como distribuicao tecidual,
ligacdo a proteinas plasmaticas e eliminacdo dependem de caracteristicas que ainda
precisam ser investigadas para uma definicdo mais precisa do perfil farmacoloégico do
composto.

Nesse cenario, sistemas de liberacdo baseados em [-ciclodextrinas representam
uma estratégia interessante para contornar limitagdes associadas as propriedades fisico-
quimicas do ECB-BFP. Essas moléculas apresentam uma cavidade interna de carater
hidrofobico capaz de acomodar compostos pouco soluveis, enquanto sua superficie
externa hidrofilica favorece a interacdo com o ambiente aquoso. A formacgdo desses
complexos pode modificar a solubilidade aparente do composto e favorecer sua dispersao,
sem necessariamente alterar sua estrutura quimica.

Assim, a investigacdo de sistemas de drug delivery para o ECB-BFP ndo esta

relacionada apenas a tentativa de aumentar sua solubilidade, mas a busca por uma
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formulacdo capaz de modular propriedades que influenciam seu comportamento
farmacologico. A avaliagcdo por dindmica molecular desses sistemas permite compreender
aspectos estruturais e energéticos envolvidos na interacdo do composto com diferentes
carreadores, fornecendo informacgdes relevantes para o desenvolvimento de estratégias de

otimizagdo biofarmacéutica.

1.2.5. Necessidade de sistemas de liberacdo para benzopsoralenos

Benzopsoralenos apresentam caracteristicas fisico-quimicas que inviabilizam sua
aplicag¢do direta, destacando-se hidrofobicidade elevada, baixa dispersdo em meio aquoso e
susceptibilidade a degradagdo fotoquimica, fatores que comprometem sua formulagdo,
estabilidade e desempenho terapéutico (Gomes et al., 2007; Ren et al., 2020). A combinacao
entre agregacdo espontanea, rapida eliminacdo sistémica e metabolizacdo intensa mediada por
CYP2A6 reduz de forma acentuada a fra¢do livre ativa, resultando em variabilidade
terapéutica e baixa eficiéncia farmacologica (Francisco et al., 2014; Ren et al., 2020).

Do ponto de vista fotobiologico, a atividade de benzopsoralenos depende da
conservacdo de sua estrutura fotoativa e do controle rigoroso da exposi¢do luminosa. Sem
protecdo adequada, ocorre fotodegradacdo prematura, perda de rendimento fotodinamico e
aumento da fototoxicidade em tecidos ndo alvo, sobretudo pele e mucosas (Kitamura et al.,
2005). Esses fatores tornam indispensavel um sistema capaz de proteger a molécula até o
local de acdo, garantindo fotorreatividade apenas no microambiente tumoral.

Nesse cenario, sistemas de liberacdo controlada (DDS) s3o essenciais por atuarem
simultaneamente na solubilizacdo, estabilizagcdo estrutural, protecdo fotoquimica e modulagao
cinética da liberacdo, além de favorecerem acimulo tumoral por caracteristicas
fisiopatologicas dos tumores ou por mecanismos de direcionamento molecular (Torchilin,
2014; Mitchell et al., 2021). Para moléculas fotossensiveis como benzopsoralenos angulares,
carreadores nanoestruturados permitem manter as propriedades eletronicas e fotofisicas
responsaveis pela geracao eficiente de espécies reativas oxigenadas, condi¢do necessaria para

sua atividade citotoxica seletiva (Gomes et al., 2007; Gomes et al., 2011).

1.3. Sistemas de Liberaciao Controlada (DDS) e Ciclodextrinas

1.3.1. Principios gerais de DDS e suas aplica¢des em oncologia



26

A necessidade de DDS decorre da convergéncia de instabilidade fotoquimica, baixa
solubilidade, metabolismo acelerado e requisitos fotodindmicos especificos, justificando o uso
de B-ciclodextrina para tornar vidvel o uso terapéutico desses compostos no tratamento de
neoplasias.

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Drug Delivery Systems, DDS)
representam uma estratégia essencial para superar limitacdes de moléculas hidrofobicas,
instaveis ou pouco seletivas, especialmente no contexto oncoldgico. Esses sistemas aumentam
solubilidade, protegem o fdrmaco contra degradacdo prematura e ampliam a seletividade
tumoral, melhorando o indice terapéutico de agentes anticancerigenos (Allen; Cullis, 2013;
Mitchell et al., 2021). No cancer, essas demandas sdo criticas devido a estreita janela entre
eficacia e toxicidade.

O microambiente tumoral apresenta caracteristicas como permeabilidade vascular
aumentada, drenagem linfatica deficiente e pH extracelular reduzido. Esses fatores favorecem
o acumulo de DDS por mecanismos passivos, conhecidos como efeito de permeabilidade e
retencdo aumentada, e também facilitam estratégias de direcionamento ativo baseadas em
receptores superexpressos em tumores (Matsumura; Maeda, 1986; Shi et al., 2017). Assim,
DDSs permitem maior acumulo intratumoral e menor distribui¢ao sistémica.

Diversas plataformas nanoestruturadas foram desenvolvidas para esse fim, incluindo
lipossomas, nanoparticulas poliméricas, micelas e ciclodextrinas modificadas (Peer et al.,
2007; Torchilin, 2014). Esses sistemas permitem modular propriedades como solubilidade,
estabilidade e cinética de liberagdo, e podem ser funcionalizados para reconhecimento
seletivo de células tumorais. Em oncologia, a vantagem central dessas plataformas ¢ o
controle da liberagdo do fdrmaco e a protecdo durante o transporte biologico, reduzindo
efeitos sistémicos.

No caso de moléculas fotoativas, como benzopsoralenos angulares, DDSs
desempenham papel adicional ao preservar propriedades fotofisicas, prevenir agregagdo e
proteger contra fotodegradagdo. Essa protecdo ¢ fundamental para manter eficiéncia de
geracao de oxigénio singlete e reduzir fototoxicidade fora do tumor (Castano et al., 2004;
Debele et al., 2015). A encapsulacdo também permite que a fotoativagdo ocorra apenas apds
chegada ao sitio tumoral, aumentando seguranga e eficacia.

Ciclodextrinas e seus derivados destacam-se entre os carreadores aplicaveis a
oncologia por formarem complexos de inclusdo estaveis e reversiveis, aumentando
significativamente a solubilidade de moléculas hidrofébicas e reduzindo sua degradacdo em

meios fisiologicos. Derivados modificados, como hidroxipropil-p-ciclodextrina e
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sulfobutilica-B-ciclodextrina, ampliam ainda mais a estabilidade, aumentam a compatibilidade
bioldgica e permitem liberagdo controlada em microambientes tumorais (Loftsson; Duchéne,
2007; Brewster; Loftsson, 2007). Assim, constituem plataformas adequadas para o
encapsulamento de benzopsoralenos angulares como o ECB-BFP, preservando sua

fotossensibilidade e potencial antitumoral.

1.3.2. Capsula de p-ciclodextrinas: estrutura, propriedades e

vantagens

A utilizacdo de p-ciclodextrinas (B-CDs) como carreadoras de farmacos ¢é
consolidada na literatura, sendo valida para superar limitagdes farmacocinéticas de
compostos lipofilicos e fotossensiveis como os benzopsoralenos angulares (Szejtli, 1998;
Loftsson; Duchéne, 2007).

A B-CD ¢ um oligossacarideo ciclico composto por sete unidades de glicose unidas
por ligacdes a-1,4-glicosidicas, configurando uma estrutura tridimensional em forma de
cilindro truncado com propriedades anfifilicas fundamentais: sua cavidade interna ¢
predominantemente hidrofobica, favorecendo a encapsulacdo de compostos lipofilicos,
enquanto sua superficie externa possui predominancia de hidrofilicidade, permitindo
interacao favoravel com meios aquosos e biologicos (Szejtli, 1998; Haimhoffer et al.,

2019). Isso reforga a utilidade de B-CDs para o encapsulamento de farmacos hidrofobicos.

Figura 11 - Estrutura 3D da beta-ciclodextrina

Fonte: RCSB PDB (2026)

Legenda: Estrutura quimica em 3D da molécula beta-
ciclodextrina, oligossacarideo ciclico constituido por sete
unidades de D-glicopiranose ligadas por ligagcdes a-(1—4),



apresentando cavidade interna hidrofobica e superficie externa
hidrofilica. A representagdo grafica cromatografica segue a
seguinte regra: verde — carbono; vermelho — oxigénio; branco
— hidrogénio.

A formacdo de complexos de inclusdo entre benzopsoralenos angulares e -
ciclodextrinas ocorre por interacdes ndo covalentes, como for¢as de van der Waals,
ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas (Szejtli, 1998). Esse conjunto de
interacdes permite que a molécula se insira reversivelmente na cavidade hidrofobica da f3-
CD sem sofrer alteracdes estruturais permanentes (Loftsson; Duchéne, 2007). A
complexacdo resulta em beneficios importantes, como reducdo da agregacdo molecular e
da precipitacdo cristalina, aumento da solubilidade aparente e da dispersibilidade em
fluidos fisioldgicos, além de proteger o farmaco de degradagdo prematura durante o
transporte sistémico (Gomes et al., 2007; Nicolaescu et al., 2025).

Um ponto central ¢ que a encapsulagdo em B-CD preserva as propriedades
biofisicas essenciais dos benzopsoralenos. A capacidade de gerar oxigénio singlete quando
irradiados por UVA permanece intacta, o que garante a manutencdo de sua eficicia
potencial em terapia fotodinamica (Gomes et al., 2007). Evidéncias espectroscopicas €
estudos de dindmica molecular indicam ainda que o complexo apresenta maior
estabilidade em meio aquoso em comparagdo ao farmaco livre, resultado da redugdo da
energia de interacdo desfavoravel entre a molécula hidrofébica e o solvente (Szejtli, 1998;
Loftsson; Duchéne, 2007).

Dessa forma, a B-ciclodextrina atua como um sistema multifuncional capaz de
melhorar solubilidade, estabilidade quimica e fotoprote¢do, a0 mesmo tempo em que
preserva a reatividade fotodindmica necessaria para aplicagdes oncoldgicas. Esses efeitos
combinados justificam seu uso como plataforma de liberagdo controlada para
benzopsoralenos angulares em formulagdes terapéuticas avangadas (Gomes et al., 2007,
Gomes et al., 2011; Nicolaescu et al., 2025). Um aspecto critico desta abordagem reside na
capacidade da B-CD de modular a farmacocinética de farmacos encapsulados,
especialmente em compostos lipofilicos de absorcao biologicamente limitada. Ao formar
complexos de inclusdo, a f-CD demonstra melhorar substancialmente a permeacao através
de barreiras bioldgicas (membranas celulares, epitélio gastrointestinal, eventualmente
barreira hematoencefalica em modificagdes estruturais especificas), aumentando a
eficiéncia terap€utica comparada ao farmaco livre (Loftsson; Duchéne, 2007).

Estudos de Loftsson; Duchéne (2007) sobre permeabilidade revelam que
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ciclodextrinas facilitam a transposicdo da camada de dgua ndo-agitada (UWL, do inglés
unstirred water layer), presente entre a membrana bioldgica e a solu¢do em massa,
reduzindo a resisténcia a essa camada critica, aumentando o fluxo de farmaco por meio de
interfaces biologicas.

A escolha de duas B-CDs foi baseada em um compromisso entre capacidade de
encapsulamento e viabilidade computacional. Uma tnica B-CD poderia apresentar
limitagdes geométricas para acomodacdo completa do ECB-BFP, enquanto sistemas com
maior nimero de unidades aumentariam a complexidade estrutural e computacional,
dificultando a analise comparativa entre diferentes modifica¢cdes quimicas. Portanto, duas
unidades foram adotadas como uma arquitetura intermediaria capaz de proporcionar uma
cavidade de encapsulamento adequada mantendo a tratabilidade das simulagdes de

dindmica molecular.

1.4. Justificativa

A literatura sobre psoralenos concentra-se majoritariamente nos derivados lineares,
enquanto benzopsoralenos angulares permanecem pouco explorados. Para o ECB-BFP,
nao ha dados consolidados sobre estabilidade em solu¢do, comportamento estrutural,
interacdo com carreadores ¢ desempenho em sistemas de liberacdo. Os estudos existentes
sdo escassos € ndo permitem compreender de forma integrada como essa molécula se
comporta em ambientes fisiologicos ou quando encapsulada em ciclodextrinas (Gomes et
al., 2007; Ren et al., 2020; Oliveira et al., 2007).

Também ndo existem comparagdes diretas entre diferentes derivados de [3-
ciclodextrina aplicados ao ECB-BFP. A literatura demonstra que modificagdes estruturais
da B-CD influenciam solubilidade, afinidade de complexa¢do e estabilidade de farmacos
hidrofébicos, mas ndo hd dados especificos que indiquem qual derivado oferece melhor
desempenho para benzopsoralenos angulares ou como essas variagdes afetam a orientacao,
solvatacao e dinamica do complexo (Loftsson; Duchéne, 2007; Gidwani; Vyas, 2015).

Faltam ainda informacdes de resolucdo atdmica capazes de explicar como o
encapsulamento altera propriedades relevantes do ECB-BFP, incluindo tendéncia a
agregacdo, acessibilidade ao solvente e estabilidade conformacional. Esses elementos sdo
fundamentais para o desenvolvimento racional de um DDS, mas nao sdo facilmente
obtidos por métodos experimentais tradicionais (Kitamura et al., 2005; Francisco et al.,

2014).

29
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Nesse contexto, simulacdes de MD permitem avaliar estabilidade, energia de
interacao, conformacdes preferenciais do fArmaco quando encapsulado em B-CDs. Logo,
os resultados obtidos ajudam a identificar o DDS mais promissor ¢ fornecem base
quantitativa para orientar etapas experimentais futuras, consolidando uma abordagem
racional para o desenvolvimento do sistema de liberagdo (Ibanez; Maionchi; Hioka, 2002;

Sousa, 2018).

1.5. Objetivos do trabalho

1.5.1. Objetivo geral

e Avaliar, por meio de simulagdes de dinamica molecular, o comportamento estrutural e
a estabilidade do ECB-BFP quando encapsulado em B-ciclodextrinas, identificando

qual sistema apresenta melhor desempenho para aplicagdo em liberagao controlada.

1.5.2. Objetivos especificos

e Executar simulagdes de dindmica molecular de cada complexo solvatado, utilizando
parametros padronizados para comparacao direta entre sistemas;

e Calcular RMSD, energia total de interagao, nimero médio de ligagdes de hidrogénio;

e Comparar a estabilidade dos complexos;

e Interpretar os resultados em termos de aplicabilidade farmacologica.

1.6. Hipotese do estudo

A modificagdo estrutural do complexo ECB-BFP/B-CD por introducdo de grupos
hidroxila (DDS3) reduz a flutuacao estrutural média (RMSD), aumenta o numero médio de
ligagdes de hidrogénio, reduz a energia total média do sistema, aumentando solubilidade e

favorabilidade energética do sistema, quando comparado a DDS1 e DDS2.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacoes para a dinamica molecular
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O complexo de inclusdo entre a P-ciclodextrina (B-CD) e o farmaco ECB-BFP foi
construido manualmente utilizando o software GaussView. A orientacdo inicial do
farmacoforo foi definida manualmente de forma a favorecer o encapsulamento da regido
aromatica no interior da cavidade hidrofébica das p-ciclodextrinas, buscando uma
configuracdo estereoquimicamente plausivel para o inicio das simulagdes. Apds a montagem
do complexo, a geometria inicial foi submetida as etapas subsequentes de minimizag¢do de
energia, termalizagdo e equilibracao, permitindo que o sistema evoluisse livremente durante a
simulagdo e atingisse conformagdes energeticamente mais favoraveis.

As simulagdes de dinamica molecular foram realizadas com o objetivo de avaliar a
estabilidade estrutural, o perfil energético e as interagdes intermoleculares associadas ao
encapsulamento do farmaco 3-etoxicarbonil-2H-benzo[f]benzopiran-2-ona em sistemas de
liberacdo controlada baseados em P-ciclodextrinas. Trés sistemas distintos foram
investigados: DDSI1, composto pelo ECB-BFP encapsulado entre duas B-ciclodextrinas
nativas; DDS2, no qual uma unidade de colesterol foi acoplada ao farmaco; e DDS3, que
apresenta uma modificagdo adicional com cinco grupos hidroxila na estrutura do colesterol,
visando aumentar a hidrofilicidade e a interagdo com o meio aquoso.

As simulagdes foram conduzidas utilizando o programa NAMD (Nanoscale Molecular
Dynamics) 3.0, empregando o campo de forca CHARMM 27 (Chemistry at Harvard
Macromolecular Mechanics), utilizando a linguagem Bourne Again Shell, bash, do Linux. Os
sistemas foram solvatados explicitamente com &4gua modelo TIP3P, em caixas cubicas
geradas por meio do plugin solvate do programa Visual Molecular Dynamics (VMD),
utilizando linguagem TCL/TK. Condigdes periddicas de contorno (periodic boundary
conditions, PBC) foram aplicadas em todas as dire¢des espaciais, com raio de corte de 12,0 A
para interagdes nao ligantes de curto alcance. As interagdes eletrostaticas de longo alcance
foram tratadas pelo método Particle Mesh Ewald (PME).

Na Tabela 2, ha a descri¢ao dos sistemas quanto ao numero de atomos em cada DDS.

Tabela 2 - Descricido dos sistemas

Sistema Tamanho do sistema (atomos) Atomos de solventes
1 3986 3654
2 5489 5091
3 5343 4941

Fonte: Elaborado pelo autor
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Apoés a preparacdo, cada complexo foi imerso em ambiente aquoso explicito, com
adicao de moléculas de agua ao redor da capsula para mimetizar condi¢des experimentais de
solvatacdo. As trajetorias de dinamica molecular foram entdao geradas e analisadas utilizando
o NAMD para simulagdo, o VMD para visualizagdo estrutural e andlise de propriedades
dindmicas, e o programa Grace para a construcdo dos graficos correspondentes. Os tipos de
arquivo utilizados foram (.pdb) para coordenadas iniciais dos atomos, (.psf) para estrutura e
topologia, (.dcd) para trajetoria.

Para as figuras 12, 13 e 14, o farmac6foro ECB-BFP ¢ apresentado em representagao
ball-and-stick, na qual os atomos de carbono sdo mostrados em ciano, oxigénio em vermelho
e hidrogénio em branco, evidenciando sua estrutura molecular. A superficie semitransparente
em amarelo-esverdeado corresponde a capsula formada pelo dimero de B-ciclodextrinas,
responsavel pelo encapsulamento do farmacdforo por meio de interagdes ndo covalentes. O
volume externo azul-claro representa a caixa de simulagdo preenchida com moléculas de

agua, utilizada para reproduzir o ambiente aquoso durante a dindmica molecular.

Figura 12 - Representacao tridimensional do sistema DDS1

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Neste sistema, o ECB-BFP encontra-se encapsulado na
cavidade da capsula de p-ciclodextrinas, sem modificagdes
estruturais adicionais, constituindo o sistema de referéncia para
comparagdo com os demais DDS.

Figura 13 - Representacio tridimensional do sistema DDS2
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Neste sistema, o ECB-BFP foi funcionalizado com
uma molécula de colesterol, ligada covalentemente ao
farmacoforo, com o objetivo de aumentar a lipofilicidade e a
afinidade por membranas celulares, permanecendo encapsulado
na capsula de p-ciclodextrinas.

Figura 14 - Representacao tridimensional do sistema DDS3

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Neste sistema, o ECB-BFP encontra-se conjugado a
uma molécula de colesterol funcionalizada com cinco grupos
hidroxila (-OH), estratégia empregada para aumentar a
capacidade de formacdo de ligagdes de hidrogénio, favorecer a
interacdo com o meio aquoso e melhorar o equilibrio entre
hidrofobicidade e solubilidade, permanecendo encapsulado pela
capsula de B-ciclodextrinas.

2.1.1. Preparacio da capsula

A preparagdo da capsula de B ciclodextrina foi inicialmente conduzida por calculos
de quimica quéantica, com o objetivo de obter uma geometria de baixa energia e propriedades

eletronicas adequadas para sua utilizagdo como hospedeiro em simulacdes classicas. Para isso,
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a estrutura formada por duas unidades de B ciclodextrina em arranjo de capsula foi otimizada
por métodos de estrutura eletronica, permitindo definir comprimentos de ligagdo, angulos e
distribuicao de cargas parciais compativeis com a posterior parametrizacdo no campo de forca
classico. A geometria otimizada foi entdo adotada como referéncia para a construgdo do
modelo da capsula nos sistemas de estudo, garantindo um hospedeiro estruturalmente bem
definido.

Durante a simulagdo de dinamica molecular, atomos de carbono especificos da [-
ciclodextrina foram submetidos a restricdes posicionais, com o objetivo de preservar a
integridade estrutural da capsula formada pelo dimero. Essa estratégia permitiu manter a
geometria global do sistema de encapsulamento ao longo da trajetoria, reduzindo deformagoes
estruturais que poderiam comprometer a analise das interagdes intermoleculares. Ao mesmo
tempo, o farmacoforo permaneceu livre para sofrer movimentos translacionais, rotacionais e
conformacionais no interior da cavidade, possibilitando a avaliagdo de seu comportamento
dindmico e de suas interagdes com a B-ciclodextrina e com o meio solvente sob condigdes

proximas ao equilibrio.

2.2 Minimizacao de energia

Antes da execucdo das simulagdes de dindmica molecular, todos os sistemas
previamente solvatados foram submetidos a uma etapa de minimiza¢ao de energia com o
objetivo de reduzir contatos estéricos desfavoraveis e eliminar tensdes estruturais decorrentes
da configuragdo inicial. As simulagdes foram conduzidas utilizando o campo de forga
CHARMM?27. Nessa etapa, empregou-se passo de integracdo (timestep) de 2,0 fs, com
restricao das ligagdes envolvendo atomos de hidrogénio (rigidBonds = all), permitindo a
utilizagdo desse intervalo temporal. As interagdes ndo ligantes foram tratadas utilizando raio
de corte (cutoff) de 12,0 A, distancia de comutagio (switchdist) de 10,5 A e distancia da lista
de pares (pairlistdist) de 13,5 A. As interagdes eletrostaticas de longo alcance foram
calculadas por PME, amplamente empregado em simulagdes biomoleculares sob condi¢des

periddicas de contorno.

Figura 15 - Parametros na minimizacao de simulacio, campo de forca, integrador e
temperatura nos sistemas
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Simulation parameters

¥
H
¥
¥
¥ Input
¥

¥

structure Spst

coordinates $pdb

paraTypeCharmm on

temperature Stemperature

3

# Force-Field Parameters

#

#

exclude scaledl-4

1-4scaling 0.5

cutoff 12.0

switching on

switchdist 10.5

pairlistdist 13.5

¥

# Integrator Parameters

¥

¥

timestep 2.0 ;% 2fs/step

rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 10

¥

# Constant Temperature Control

£

¥

langevin on ;# do langevin dynamics
langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 1/ps
langevinTemp Stemperature
langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to hydrogens

Fonte: Autoria propria

2.3. Termalizacio (NVT)

Apds a minimizagdo, os sistemas foram submetidos a etapa de termalizagdo sob o
ensemble candnico (NVT), mantendo constantes o numero de particulas, o volume e a
temperatura. O aquecimento foi realizado gradualmente desde 0 K até 298 K, utilizando
incremento de 0,01 K por passo de integracdo. Durante essa etapa, empregou-se passo
temporal de 1,0 fs, mantendo-se as ligagdes envolvendo hidrogénio rigidas (rigidBonds = all).
O controle da temperatura foi realizado pelo termostato de Langevin, utilizando coeficiente de
amortecimento (LangevinDamping) de 5 ps !, sem acoplamento direto aos atomos de
hidrogénio (langevinHydrogen = off). As interagdes ndo ligantes foram calculadas utilizando
raio de corte de 8,0 A, distdncia de comutacdo de 6,5 A e distAncia da lista de pares de 9,5 A.
As interagdes eletrostaticas completas foram atualizadas a cada dois passos de integragao
(fullElectFrequency = 2), enquanto a lista de pares foi atualizada a cada dez ciclos

(stepsPerCycle = 10).

Figura 16 - Parametros na termalizacao de simulacio, campo de forca, integrador e
temperatura nos sistemas
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4 Simulation parameters

#
#
# Input

#
structure Spsf

coordinates Spdb
paraTypeCharmm on

£

# Force-Field Parameters

#

#

exclude scaledl-4
1-4scaling 0.5
cutoff 8.0
switching on
switchdist 6.5
pairlistdist 9.5

#

# Integrator Parameters

#

timestep 1.0
rigidBonds all
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2
stepspercycle 10

2

# Constant Temperature Control
#

langevin on
langevinDamping 5
langevinTemp Stemperature
langevinHydrogen off

Fonte: Autoria propria

2.4. Equilibracao (NPT)

Concluida a termalizacdo, os sistemas foram equilibrados sob o ensemble isotérmico-
isobarico (NPT), permitindo a variagdo do volume da caixa de simulagdo para estabilizacao
da densidade do solvente. A temperatura foi mantida em 298 K, enquanto a pressdo foi
mantida em 1 atm por meio do barostato de Langevin (Langevin Piston). Foram utilizados
periodo de oscilagdo (Langevin Piston Period) de 100,0 fs e tempo de decaimento
(LangevinPistonDecay) de 50,0 fs. Nessa etapa, o passo de integracdo retornou para 2,0 fs,

mantendo-se os demais parametros compativeis com o protocolo de produgao.

Figura 17 - Parametros na equilibra¢io de simulacio, campo de forc¢a, integrador e
temperatura nos sistemas
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# Simulation parameters

#

# Input

$

gstructure spsf
coordinates ¢pdb
paraTypeCharmm on

#

# Force-Field Parameters
£

exclude scaledl-4
0.5
B.0
on
6.5

pairlistdist 9.5

&

# Integratcor Parameters

$

timestep 2.0

rigidBonds all

nonbondt

1
requency 2
stepspercycle 20
pairlistsperCycle 2

£
# Constant Temperature Control
¥

langevin on
langevinDamping 5
langevinTemp §temperature
langevinAydrogen off

£
# Constant Pressure Control (wariable wolume)
£

if {1} {

useGroupPressure no ;% needed for rigidBonds
useFlexibleCell no

useConstantArea no

in bar -> 1 atm

Fonte: Autoria propria

2.5. Simulacoes de producao

As simulagdes de producdo foram realizadas no software NAMD 3.0, utilizando o
ensemble NPT, temperatura de 298 K ¢ pressao de 1 atm, totalizando 100 ns para cada um dos
trés sistemas estudados (DDS1, DDS2 e DDS3). Foram empregadas condi¢des periodicas de
contorno em todas as direcdes espaciais, sendo as interagdes eletrostaticas de longo alcance
tratadas por PME. As coordenadas atdmicas foram registradas periodicamente em arquivos de
trajetoria no formato DCD, posteriormente analisados no software VMD, por meio de scripts

em linguagem Tcl/Tk, sendo os resultados graficos elaborados no software Grace.

Figura 18 - Parametros na produc¢io de simula¢io, campo de forca, integrador e
temperatura nos sistemas
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# Simulation parameters

# Input

£

structure spaf
coordinates spdb
paralypeCharmm on

# Force-Field Parameters
exclude scaledl-4
1-43caling 0.5
cutoff 12.0
switching on
switchdist 10.0
pairlistdist 13.5
# Integrater Parameters
£

pairlistsperCycle

# Constant Temperature Control
H

langevin on

langevinDamping 3
langevinTemp $temperature
langevinHydrogen off

4 Constant Pressure Control (variable volume
¥

if {1} {

useBroupPressure no ;% needed for rigidBonds
useFlexibleCell no
useConstantirea no
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1
langevinPistonPeriod
langevinPistonDecay
langevinPistonTemp

}

margin 2.5

25 ;¢ in bar -> 1 atm

Fonte: Autoria propria

2.6. Analises estruturais (RMSD)

A estabilidade estrutural dos sistemas foi avaliada pela raiz do desvio quadratico
médio (RMSD) das coordenadas atdomicas em relacdo a configuracdo de referéncia ao longo
das trajetorias de producdo. Foram monitorados, em particular, os RMSD do farmaco, do
complexo farmaco—Bciclodextrina e da cépsula, a fim de identificar mudancas
conformacionais significativas e comparar a estabilidade relativa de DDS1, DDS2 e DDS3.
Os perfis de RMSD foram obtidos a partir do software Grace e VMD, utilizando Linux, o que
permitiu observar regides de estabilizagdo e flutuagdes de curto prazo ao longo dos 100 ns de

simulagao.

2.7. Ligac¢oes de hidrogénio

O papel das interacdes especificas de hidrogénio foi investigado pelo calculo do
numero de ligagdes de hidrogénio entre os pares farmaco—agua, farmaco—Pciclodextrina e
agua—Pciclodextrina, ao longo da trajetoria. Foram adotados critérios geométricos para

considerar uma ligacdao de hidrogénio: distdncia doador—aceptor inferior a 0,30 nm e angulo
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doador—hidrogénio—aceptor menor que 20°, em concordancia com a documentacao do médulo
de andlise de numero médio de ligagdes de hidrogénio do VMD. Os graficos também foram
obtidos pelo Grace e VMD, utilizando a linguagem bash no terminal do Linux. As séries
temporais obtidas foram utilizadas para calcular o nimero médio de liga¢des de hidrogénio
em cada sistema, fornecendo uma medida comparativa da solubilidade e da intensidade das

interacoes entre farmaco, capsula e solvente nos trés DDS.

2.8. Energias de interacio

As energias de interagdo entre grupos selecionados foram calculadas ao final das
simulacdoes, considerando os pares farmaco—agua, farmaco—Pciclodextrina e
agua—Pciclodextrina. Para cada par, foram avaliadas as contribui¢des de energia de van der
Waals e eletrostatica de ndo ligagdo, inicialmente obtidas em kcal/mol e posteriormente
convertidas para kJ/mol, em conformidade com o Sistema Internacional. O tratamento das
contribuicdes eletrostaticas de longo alcance foi realizado pelo método PME, na forma
suavizada (SPME), o que permite eficiéncia computacional com escalonamento aproximado
em N log N e garante uma descri¢do acurada das interagdes em sistemas perioddicos. A partir
desses valores, foram calculadas energias médias para comparagdo entre DDS1, DDS2 e
DDS3, permitindo correlacionar estabilidade, solubilidade e perfil de interagdo com o

desempenho esperado em liberagdo de farmaco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabilidade estrutural e dinAmica dos sistemas DDS

3.1.1. RMSD

As simulagdes de 100 ns evidenciaram comportamentos distintos quanto a estabilidade
estrutural dos complexos, entendida neste estudo como a capacidade do sistema de manter sua
organizacdo conformacional ao longo da trajetéria de dindmica molecular, refletida pela
magnitude das variagdes do desvio quadratico médio (RMSD). O DDSI apresentou rapida
convergéncia do RMSD, mantendo valores relativamente baixos (= 1-2 nm) durante grande
parte da simulagdo, indicando menor desvio em relacdo a estrutura inicial. DDS1 teve média

de 1,45 nm e desvio padrao de 0,Inm. Esse comportamento sugere que o complexo preservou
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sua organizagdo estrutural ao longo da trajetoéria, sendo compativel com a permanéncia do
ECB-BFP no interior da cavidade hidrofobica formada pelo dimero de [B-ciclodextrinas.
Considerando conjuntamente os resultados de energia de interacdo e das ligacdes de
hidrogénio, esse perfil ¢ consistente com a predominincia de interagdes hidrofdbicas,
especialmente for¢as de van der Waals e interagdes n—m, que contribuem para a manutencao
do complexo de inclusdo. Comportamento semelhante foi descrito por Palli et al. (2022) em
sistemas baseados em ciclodextrinas, nos quais baixos valores de RMSD foram associados a
manuten¢do da conformagado global do complexo durante a simulagao.

Em contraste, o DDS2 apresentou variagdes expressivas de RMSD (=1-6 nm) ao
longo da simulagdo, sem a formagao de um plateau bem definido. Esse comportamento indica
auséncia de estabilizagdo estrutural clara durante o tempo simulado, possivelmente associada
ao volume estérico do grupo colesterol, que pode dificultar o encaixe adequado na cavidade
da B-ciclodextrina e promover rearranjos conformacionais continuos. Esse tipo de flutuagao
elevada ¢ frequentemente associado, na literatura, a sistemas com menor estabilidade
conformacional e maior variabilidade estrutural.

O DDS3 apresentou comportamento intermedidrio, com valores de RMSD variando
entre ~1-5 nm e tendéncia a estabilizagdo apos aproximadamente 20 ns. Esse perfil sugere a
ocorréncia de um regime estrutural relativamente estavel, ainda que com maior flexibilidade
em comparacao ao DDS1. A introducao de grupos hidroxila na estrutura do colesterol pode
ter contribuido para esse comportamento ao permitir interacdes adicionais, como ligagdes de
hidrogénio com a B-ciclodextrina e o solvente, favorecendo uma estabiliza¢do progressiva do
sistema. De acordo com Gholami et al. (2024), sistemas com flexibilidade moderada podem
apresentar vantagens em contextos biologicos, pois sdo capazes de se adaptar a variagdes do

microambiente sem perda completa da integridade estrutural.

Figura 19 - Perfis de RMSD (em nm) ao longo do tempo dos sistemas simulados
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Fonte: Elaborado pelo autor

De forma geral, os resultados de RMSD indicam que o DDSI1 apresenta maior
estabilidade estrutural, o DDS2 exibe comportamento mais desorganizado ao longo da
simulacdo, e o DDS3 representa um sistema intermedidrio, combinando estabilizagdo parcial
com maior flexibilidade conformacional. Esses resultados sugerem que, embora o DDS1 seja
estruturalmente mais estavel, o DDS3 pode apresentar um perfil mais equilibrado entre
estabilidade e adaptabilidade, caracteristica potencialmente relevante para sistemas de

liberagao controlada de farmacos.

3.1.2. Ligacoes de hidrogénio e Energia Total

As ligacdes de hidrogénio sao importantes para a solubilidade, a estabilidade estrutural
e o comportamento de liberagdo de farmacos em DDSs. Neste estudo, foram analisadas as
interagdes entre os pares ECB-BFP-4gua, ECB-BFP—B-ciclodextrina e dgua—p-ciclodextrina
ao longo das trajetorias de 100 ns, considerando simultaneamente o nimero médio de ligacdes
de hidrogénio e as energias de interacdo. As energias reportadas correspondem a soma das
contribuigdes de van der Waals e eletrostatica, sendo que valores mais negativos indicam

interagdes mais favoraveis e maior estabilidade intermolecular.

Tabela 3 — Niimero Médio de Ligacoes de Hidrogénio e Energia Total dos DDSs
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. ~ Ligacoes médio de Energia total
Sistemas Interagoes g hqi drogénio (k f/mol)
ECB-BFP + agua 0,5254 +0,7310 -70,34 + 48,97
DDS1 ECB-BFP + 3-CD 0,1307 + 0,3505 -228,92 £ 76,07
Agua + B-CD 8,8462 £2,8014 -959.91 +£262,43
(ECB-BFP+colesterol) + agua 0,2441 + 0,4819 -216,25 + 40,64
DDS2 (ECB-BFP+colesterol) + f-CD 0,0289 + 0,1680 -266,92 + 24,4315
Agua + B-CD 9,1354 +2,9228 -1448,93 + 152,99
(ECB-BFP+colesterol + SOH) + dgua 1,1099 + 0,7765 -270,86 + 33,00
DDS3 | (ECB-BFP+colesterol + SOH) + B-CD 0,5442 + 0,5147 -349,71 £ 21,44
Agua + B-CD 8,5776 + 2,6755 -1326,57 + 97,19

Fonte: Elaborado pelo autor

3.1.2.1. Interacées Farmaco-Agua

O DDSI1 apresentou baixo nimero médio de ligagdes de hidrogénio entre ECB-BFP e
agua (0,5254 + 0,7310), refletindo o carater hidrofébico do benzopsoraleno angular nao
modificado. Esse comportamento ¢ consistente com a limitada capacidade de solvatagao
aquosa de furanocumarinas, conforme discutido por Gidwani e Vyas (2015). A energia de
interagdo relativamente pouco negativa (-70,34 + 48,97 kJ/mol) refor¢a a baixa afinidade do
farmaco pelo meio aquoso.

No DDS2, observou-se redugdo adicional das interagdes farmaco—agua (0,2441 +
0,4819), associada ao aumento do carater apolar promovido pelo grupo colesterol. Apesar
disso, a energia de interacdo (-216,25 + 40,64 kJ/mol) torna-se mais negativa em comparacao
ao DDSI, sugerindo que, embora menos frequentes, as interagdes com a agua sao
energeticamente mais favoraveis quando ocorrem, possivelmente devido a rearranjos locais
do solvente ao redor do complexo.

O DDS3 apresentou o maior nimero médio de ligagdes de hidrogénio farmaco—agua
(1,1099 + 0,7765), acompanhado de energia de interagdo mais negativa (-270,86 = 33,00
kJ/mol). Esse resultado indica maior afinidade do sistema pelo meio aquoso, decorrente da
introdu¢do de grupos hidroxila, que aumentam a polaridade e favorecem interagdes
eletrostaticas com a agua. Esse aumento na solvatagdo sugere maior potencial de interacao

com o ambiente bioldgico.

3.1.2.2. Interacdes Farmaco-Capsula
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As interacdes entre o farmaco e a -ciclodextrina sdo determinantes para a estabilidade
do complexo de inclusdo e influenciam diretamente a retengao e liberagdo do farmaco.

No DDSI, observou-se baixo numero de ligagdes de hidrogénio (0,1307 + 0,3505),
indicando que a estabilizagdo do complexo ocorre predominantemente por interagdes
hidrofébicas, como forgas de van der Waals e empilhamento n—n. Ainda assim, a energia de
interagdo relativamente negativa (-228,92 + 76,07 kJ/mol) evidencia associagdo estavel entre
o farmaco e a capsula.

O DDS2 apresentou o menor numero médio de ligagdes de hidrogénio (0,0289 +
0,1680), sugerindo reducdo da interacdo direta entre o fArmaco e a f-ciclodextrina. A energia
de interagdo (-266,92 + 24,43 kJ/mol), mais negativa que no DDS1, indica que a associa¢ao
permanece energeticamente favoravel, embora possivelmente menos organizada
estruturalmente, em funcao de efeitos estéricos introduzidos pelo colesterol.

No DDS3, verificou-se aumento significativo no nimero médio de ligagdes de
hidrogénio (0,5442 + 0,5147), acompanhado da energia de interagdo mais negativa entre todos
os sistemas (-349,71 + 21,44 klJ/mol). Esses resultados indicam maior estabilizacdao do
complexo, decorrente da contribuicdo adicional de interagdes polares promovidas pelos
grupos hidroxila, que atuam em conjunto com interagdes hidrofobicas para fortalecer a

associagdo farmaco—f-ciclodextrina.

3.1.2.3.  Interacdes Capsula-Agua

O DDSI apresentou 8,8462 + 2,8014 de média de ligagdes de hidrogénio entre agua e
B-ciclodextrina, acompanhadas de energia de interacdo de —959,91 + 262,43 kJ/mol. Esses
resultados indicam que a capsula permanece adequadamente hidratada em meio aquoso,
favorecendo sua estabilizacdo pelo solvente. Entretanto, a menor magnitude da energia de
interacao em relagdo aos demais sistemas sugere uma hidratagdo menos intensa, compativel
com a auséncia de modificacdes estruturais capazes de ampliar as interagdes com a agua.

O DDS2 apresentou elevado numero de ligagdes de hidrogénio (9,1354 + 2,9228) e
energia de interacdo mais negativa (—1448,93 + 152,99 kJ/mol), evidenciando maior
intensidade das interacdes entre a capsula e o solvente. Esse comportamento sugere uma
hidratacao mais pronunciada, capaz de promover maior organizacao das moléculas de dgua ao
redor do sistema, o que, conforme descrito por Dill e Bromberg (2010), pode influenciar sua

dindmica conformacional.
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O DDS3 também apresentou elevado grau de hidratagdo (8,5776 + 2,6755), porém
com energia de interagdo menos negativa (—1326,57 + 97,19 kJ/mol) quando comparado ao
DDS2. Esse perfil indica que, embora a capsula permaneca fortemente hidratada, as
interacdes com o solvente ocorrem de maneira mais equilibrada, o que pode contribuir para
uma dinamica molecular menos restritiva e favorecer o balango entre estabilidade estrutural e

mobilidade do sistema.

3.2 DDS1

O DDSI1 constitui a abordagem classica de encapsulamento, empregando [3-
ciclodextrina nativa para formar um complexo de inclusdo com o benzopsoraleno angular
ECB-BFP, sem modificagdes estruturais no hospedeiro ou no hospede. As simulacdes de
dindmica molecular indicam elevada estabilidade conformacional nesse sistema, com valores
de RMSD variando entre 1 ¢ 2 nm ao longo da trajetoria, sugerindo uma adequada
complementaridade geométrica e estérica entre o farmaco hidrofobico e a cavidade da f-
ciclodextrina (Poumeyrol et al., 2021; Rana et al., 2024).

A analise das interagdes farmaco—agua evidencia limitagdes relevantes. O baixo
nimero médio de ligagdes de hidrogénio observado, associado a uma energia de interacao
relativamente pouco negativa, indica reduzida afinidade do ECB-BFP pelo meio aquoso. Esse
comportamento € consistente com a natureza hidrofébica de compostos aromaticos
policiclicos, frequentemente associados a limitagdes de solubilidade e biodisponibilidade em

sistemas bioldgicos (Bilal et al., 2023; Javaid et al., 2023).

Tabela 4 - Propriedades do DDS1

Propriedades do sistema 1 Valor Médio | Desvio Padrao
Ligacdes de Hidrogénio (Farmaco-Agua) | 0,5254 0,7310
Liga¢des de Hidrogénio (Farmaco-B-CD) | 0,1307 0,3505

Energia Total Farmaco-Agua (kJ/mol) -70,34 48,97

Energia Total Farmaco- B -CD (kJ/mol) -228,92 76,07

Fonte: Elaborado pelo autor
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As interacdes entre o farmaco e a B-ciclodextrina no DDS1 sdo predominantemente
hidrofobicas, mediadas por forcas de van der Waals e interagdes de empilhamento n—n, com
contribuicdo limitada de ligacdes de hidrogénio. Esse tipo de estabilizacdo ¢ caracteristico de
complexos de inclusdo em ciclodextrinas, nos quais a associagdo ¢ favorecida pela liberacao
de moléculas de agua previamente estruturadas no interior da cavidade hidrofobica,
acompanhada por reorganizac¢do da rede de ligagdes de hidrogénio do solvente (Wang et al.,
2022; Rana et al., 2024). A energia de interacdo relativamente negativa entre o fAirmaco e a
capsula indica a formag@o de um complexo estavel.

Do ponto de vista farmacéutico, a baixa afinidade do sistema pelo meio aquoso pode
limitar sua dispersibilidade em fluidos bioldgicos, o que tende a impactar negativamente a
biodisponibilidade do fdrmaco. Além disso, a forte estabilizacdo do complexo de inclusdo
pode dificultar processos de liberagdo controlada, uma vez que a dissociagdo do farmaco
depende da competicdo com o solvente e outras espécies presentes no meio bioldgico. Nesse
contexto, sistemas de drug delivery mais eficientes requerem um equilibrio entre estabilidade

estrutural e capacidade de liberagdo no sitio de agdo (Kurkela et al., 2023; Javaid et al., 2023).

3.3. DDS2

O sistema DDS2 foi desenvolvido a partir da conjugacdo do ECB-BFP com uma
unidade de colesterol, com a intengdo de explorar possiveis interagdes com ambientes
lipidicos, especialmente membranas celulares. Essa estratégia visa investigar se o colesterol
poderia favorecer o reconhecimento ou a retengdo em sistemas biologicos. No entanto, os
resultados de dindmica molecular indicam que essa modificagdo compromete a organizagao
do complexo com a B-ciclodextrina.

O RMSD variou entre 1 ¢ 6 A ao longo dos 100 ns de simulagiio, sem apresentar
estabilizacao em plateau. Esse comportamento indica auséncia de equilibrio conformacional e
contrasta com sistemas de inclusdo estaveis, nos quais o RMSD tende a convergir
rapidamente. As oscilagdes persistentes sugerem rearranjos estruturais continuos, associados a
dificuldade de acomodar simultaneamente o nlcleo aromatico do ECB-BFP e a estrutura
rigida do colesterol na cavidade da PB-ciclodextrina. Além do volume elevado, a baixa
flexibilidade do colesterol limita ajustes conformacionais necessarios para um encaixe

eficiente.
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Tabela S — Propriedades do DDS2

Propriedades do sistema 2 Valor Médio | Desvio Padrao
Liga¢des de Hidrogénio (Farmaco-Agua) | 0,2441 0,4819
Liga¢des de Hidrogénio (Farmaco-B-CD) | 0,0289 0,1680

Energia Total Farmaco-Agua (kJ/mol) -216,25 40,64

Energia Total Farmaco-B-CD (kJ/mol) -266,92 24,43

Energia Total Agua-B-CD (kJ/mol) -1448,93 152,99

Fonte: Elaborado pelo autor

Essa incompatibilidade estrutural impacta diretamente as interacdes intermoleculares.
O numero de ligagdes de hidrogénio entre fairmaco e B-ciclodextrina € praticamente nulo
(0,0289 £ 0,1680), indicando baixa complementaridade entre as estruturas. Diferentemente do
DDSI1, onde predominam interacdes hidrofobicas organizadas, no DDS2 essas interagdes sao
menos eficientes, sugerindo perda de estabilidade do complexo de inclusao.

Em relagdo a solvatacdo, o sistema apresenta baixa interagdo com a agua, com apenas
0,2441 £ 0,4819 ligacdes de hidrogénio entre farmaco e solvente. Ainda assim, a energia de
interacao farmaco—agua € mais negativa (-216,25 kJ/mol), o que indica aumento de contatos
dispersivos, decorrentes da maior area superficial do complexo. Trata-se, portanto, de uma
interagdo difusa, tipica de sistemas apolares, e ndo de uma solvatagdo efetiva.

Por outro lado, observa-se forte interacdo entre agua e B-ciclodextrina, com elevado
numero de ligacdes de hidrogénio (9,1354 + 2,9228) e energia altamente negativa (-1448,93
kJ/mol). Esse resultado sugere formag¢do de uma camada de hidratacdo intensa ao redor da
capsula. Essa reorganizacdo do solvente pode ser entendida como resposta a instabilidade
interna do sistema, com maior exposi¢ao da B-ciclodextrina ao meio aquoso. Além disso, essa
camada de hidrata¢ao pode atuar como barreira cinética, reduzindo a mobilidade do complexo
e dificultando tanto a manuten¢do do fairmaco na cavidade quanto sua liberacao controlada.

Do ponto de vista funcional, o DDS2 apresenta um conjunto desfavoravel de
caracteristicas: instabilidade estrutural, baixa complementaridade com a capsula e solvatagao
excessiva da B-ciclodextrina. Esses fatores indicam baixa previsibilidade no comportamento
do sistema, podendo resultar tanto em liberagdo prematura quanto em retencdo ineficiente do

farmaco.



47

Assim, embora a incorporacdao de colesterol seja uma estratégia relevante em outros
contextos, neste sistema ela se mostrou incompativel com a arquitetura da B-ciclodextrina,
comprometendo a estabilidade e limitando sua aplicagdo como sistema eficiente de drug

delivery.

34. DDS3

O sistema DDS3 foi obtido a partir da modificagio do conjugado ECB-
BFP—colesterol, com a introdu¢do de cinco grupos hidroxila. Essa modificacdo teve como
finalidade aumentar a capacidade de interagdo polar do complexo, tanto com o solvente
quanto com a B-ciclodextrina. Estratégias semelhantes t€ém sido descritas na literatura, nas
quais a inser¢do de grupos hidrofilicos em estruturas predominantemente lipofilicas contribui
para o ajuste simultaneo da solubilidade e da estabilidade de complexos de inclusdo (Javaid et
al., 2023; Wang et al., 2024).

Do ponto de vista conformacional, o DDS3 apresentou comportamento intermedidrio
em relagdo aos sistemas previamente analisados. Os valores de RMSD oscilaram entre 1 e 5
nm ao longo da simulagdo, com estabilizacdo observada apos os primeiros nanosegundos.
Esse perfil indica que o sistema mantém integridade estrutural sem apresentar rigidez
excessiva. Em sistemas envolvendo ciclodextrinas, tal comportamento tem sido associado a
complexos estruturalmente estaveis, mas com grau moderado de flexibilidade, caracteristica
considerada relevante em ambientes biologicos dindmicos (Poumeyrol et al., 2021; Rana et
al., 2024).

A modificacdo estrutural influenciou diretamente a interagao com o solvente. O DDS3
apresentou maior nimero médio de ligacdes de hidrogénio entre o farmaco e a agua (1,1099 +
0,7765), além de energia de interacdo mais negativa (-270,86 kJ/mol), em comparacdo com os
demais sistemas. Esses resultados indicam aumento da afinidade pelo meio aquoso, associado
a presenca dos grupos hidroxila, que atuam como sitios de interagdo eletrostatica e favorecem
a formagao de uma camada de solvatagcdo mais eficiente. Esse comportamento esta de acordo
com estudos que demonstram que grupos polares reduzem a tendéncia de agregagdo de

compostos hidrofobicos em solugdo (Bilal et al., 2023; Kurkela et al., 2023).

Tabela 6 - Propriedades do DDS3

Propriedade Dinamica - DDS3 Valor Médio | Desvio Padrao
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Ligagdes de Hidrogénio (Farmaco-Agua) | 1,1099 0,7765
Liga¢des de Hidrogénio (Farmaco-B-CD) | 0,5442 0,5147
Energia Total Farmaco-Agua (kJ/mol) -270,86 33,00
Energia Total Farmaco-B-CD (kJ/mol) -349,71 21,44
Energia Total Agua-B-CD (kJ/mol) -1326,57 97,19

Fonte: Elaborado pelo autor

No interior do complexo, também foi observado aumento das interacdes
intermoleculares. O nimero médio de ligagdes de hidrogénio entre o farmaco modificado e a
B-ciclodextrina foi de 0,5442 + 0,5147, enquanto a energia de interacdo atingiu -349,71
kJ/mol, o valor mais negativo entre os sistemas avaliados. Esse resultado indica maior
eficiéncia na estabiliza¢do do farmaco na cavidade da ciclodextrina, possivelmente devido a
formagao de interagdes adicionais com as hidroxilas localizadas nas bordas da B-CD. Esse
tipo de interacdo tem sido apontado como fator relevante para o aumento da estabilidade de
complexos de inclusao (Wang et al., 2022; Li et al., 2023).

A hidratagdo da B-ciclodextrina no sistema DDS3 permaneceu elevada, com média de
8,5776 = 2,6755 ligagdes de hidrogénio com moléculas de dgua, embora com energia de
interacdo menos negativa em comparagao ao DDS2. Esse resultado sugere a presenga de uma
rede de solvatacdao organizada, porém com menor grau de rigidez estrutural. Tal caracteristica
pode favorecer tanto a estabilidade do sistema em solugdo quanto processos de difusdo e
liberacao do farmaco (Kurkela et al., 2023).

De forma geral, o DDS3 apresenta um equilibrio entre estabilidade estrutural,
interacao com o solvente e reten¢ao do fArmaco na cavidade da ciclodextrina. Em comparagao
ao DDSI, que apresenta carater mais hidrofobico, e ao DDS2, que demonstrou maior
instabilidade estrutural, o DDS3 retine caracteristicas que favorecem sua aplicagdo em meio
aquoso. No entanto, a intensidade das interacdes observadas indica que o processo de
liberacao do farmaco pode depender de condig¢des especificas do meio, como variagdes de pH
ou competicao molecular, o que deve ser considerado em estudos futuros de desempenho
farmacocinético (Javaid et al., 2023; Wang et al., 2024).

3.5. Comparaciao de DDSs
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A comparagdo entre os sistemas DDS1, DDS2 e DDS3 permite visualizar com mais
clareza como as modificagdes estruturais influenciam o equilibrio entre estabilidade
conformacional, interagdo com o solvente e retengdo do farmaco no interior da f-
ciclodextrina. A andlise conjunta desses parametros ajuda a entender ndo apenas o
comportamento estrutural, mas também possiveis implica¢cdes no desempenho como sistema

de liberagao.

Tabela 7 - Comparacio de parametros dos DDSs

Parametro DDS1 DDS2 DDS3
RMSD (nm) 1-2 1-6 1-5
N*médio de ligagdes de 0,5254 + 0,7310 02441 £04819  1,1099 = 0,7765

hidrogénio farmaco—agua
N° médio de ligagdes de
hidrogénio fArmaco—p- 0,1307 + 0,3505 0,0289 £ 0,1680  0,5442 + 0,5147
CD
N"médio de ligagoes de 8,8462 = 2,8014 0,1354+2,9228 85776+ 2,6755
hidrogénio dgua—3-CD
Energia farmaco—dgua 270,34 + 48,97 216,25+40,64  -270,86 + 33,00
(kJ/mol)
Energia farmaco—§-CD 228,92 + 76,07 266,92 £24.43 34971 £ 21,44

(kJ/mol)

Fonte: Elaborado pelo autor

O DDSI1 funciona, na pratica, como um ponto de referéncia. A baixa variagdo de
RMSD indica um complexo estruturalmente estavel, sustentado principalmente por interagdes
hidrofobicas. Esse encaixe favorece a integridade do sistema, mas vem acompanhado de uma
limitagdo evidente: a baixa interagdo com o meio aquoso. O nimero reduzido de ligagdes de
hidrogénio com a dgua confirma essa dificuldade de solvatagdo, algo ja observado em outros
compostos aromadticos pouco funcionalizados.

No DDS2, o comportamento muda de forma mais acentuada. As oscilagdes amplas de
RMSD indicam que o sistema ndo encontra uma conformacao estavel ao longo da simulagdo.
A presenca do colesterol, embora interessante do ponto de vista bioldgico, parece
comprometer o encaixe na cavidade da B-ciclodextrina. O resultado ¢ um complexo mais

exposto ao solvente, o que se reflete no alto nimero de ligagdes de hidrogénio entre agua e -
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CD. Esse padrdo sugere uma estrutura menos compacta e, do ponto de vista funcional, levanta
um problema importante: a baixa previsibilidade. Um sistema com esse nivel de flutuacao
pode tanto liberar o farmaco precocemente quanto dificultar sua liberagdo de forma
consistente.

O DDS3 apresenta um comportamento mais equilibrado. Apds um periodo inicial de
ajuste, o RMSD tende a estabilizar dentro de uma faixa intermediaria, indicando que o
sistema mantém sua organizacdo sem se tornar excessivamente rigido. A introducao dos
grupos hidroxila contribui diretamente para esse resultado. Por um lado, ha aumento das
interagdes com o solvente, evidenciado pelo maior nimero de ligagdes de hidrogénio
farmaco—agua e por energias mais negativas, o que favorece a dispersao em meio aquoso. Por
outro, também se observa fortalecimento das interagdes com a B-ciclodextrina, sugerindo
melhor acomodagao do complexo.

Esse ganho, no entanto, ndo ¢ isento de implicacdes. A energia de interacdo
farmaco—B-CD mais negativa indica uma associagdo mais forte, o que pode dificultar a
liberacao do farmaco dependendo das condi¢des do meio. Nesse sentido, o DDS3 nao deve
ser interpretado apenas como mais estdvel, mas como um sistema que exige um certo
equilibrio: estabilidade suficiente para transporte, mas ainda dependente de fatores externos
para promover a dissociacao.

De forma geral, os trés sistemas ilustram bem esse compromisso. O DDS1 prioriza
estabilidade, mas limita a interagdo com o meio aquoso. O DDS2, por sua vez, perde
estabilidade estrutural e apresenta comportamento menos previsivel. J& o DDS3 retne
caracteristicas mais equilibradas, combinando solvatacdo mais eficiente com retencdo do
farmaco, ainda que com possivel impacto na cinética de liberagdo. Esse tipo de balango ¢
recorrente em sistemas baseados em ciclodextrinas e precisa ser considerado em etapas

posteriores de avaliacdo farmacocinética.

3.6. Implica¢oes farmacotécnicas

3.6.1. Possiveis vias de administracio

Os parametros observados para o DDS3 indicam um sistema com boa compatibilidade

para formulagdes em meio aquoso. A elevada interagdo farmaco—agua, associada a valores

energéticos mais negativos e a um perfil d¢ RMSD moderado (1-5 A), sugere um complexo
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capaz de se manter disperso e estruturalmente estavel em solucdo simulada. Esse conjunto de
caracteristicas € particularmente relevante para formulagdes parenterais, sobretudo
intravenosas, nas quais a estabilidade coloidal e a baixa tendéncia a agregacdo sdo fatores
determinantes (Bilal et al., 2023; Wang et al., 2024).

Além disso, a rigidez intermediaria do DDS3 aponta para um comportamento de
liberag@o que tende a ser mais gradual. Diferentemente do DDS1, que apresenta maior rigidez
estrutural, e do DDS2, marcado por instabilidade conformacional, o DDS3 parece ocupar uma
posicdo intermedidria mais favoravel. Esse tipo de perfil ja foi descrito para sistemas
anfifilicos baseados em [-ciclodextrinas, nos quais hd um equilibrio entre reten¢do do
farmaco e capacidade de liberagdo controlada (Javaid et al., 2023).

A presenca de colesterol funcionalizado com grupos hidroxila também pode
influenciar a interacdo do sistema com membranas bioldgicas. Embora essa hipdtese ainda
precise de validagcdo experimental, ¢ plausivel considerar a possibilidade de maior afinidade
com ambientes lipidicos, o que poderia favorecer a distribui¢do tecidual por mecanismos
passivos, como o efeito de permeabilidade e retencao aumentadas (EPR), cuja eficiéncia pode
variar significativamente dependendo do tipo tumoral e das condicdes fisiologicas (Kurkela et
al., 2023).

Por outro lado, a via oral apresenta limitagdes que ndo podem ser ignoradas. A elevada
afinidade entre o farmaco e a B-ciclodextrina pode dificultar a dissociagdo do complexo no
trato gastrointestinal, o que, na pratica, tende a reduzir a fragdo disponivel para absorg¢ao.
Soma-se a isso a possivel competicdo com sais biliares, que pode interferir na estabilidade do
sistema e impactar negativamente a biodisponibilidade (Poumeyrol et al., 2021).

A via topica surge como uma alternativa interessante em contextos especificos,
principalmente para aplica¢des cutaneas localizadas. Nesse caso, a fracao lipofilica do sistema
pode favorecer a interacdo com o estrato corneo, ainda que a penetragdo sistémica seja

limitada (Rana et al., 2024).

3.6.2. Possiveis aplicacoes farmacolégicas

O DDS3 demonstra potencial para otimizar a entrega do ECB-BFP, um derivado de
benzopsoraleno associado a mecanismos como formac¢do de adutos com DNA e geracdo de
espécies reativas de oxigénio. Esses mecanismos sdo semelhantes aos observados em
psoralenos utilizados em terapias fotodindmicas, como a PUVA, empregada no tratamento do

LCCT (Rodrigues-Correia et al., 2014).
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A estabilidade do complexo em meio aquoso, aliada a intensidade das interagdes
farmaco—carreador, sugere um sistema capaz de manter o farmaco disponivel por periodos
mais prolongados. Em contextos clinicos, isso pode ser vantajoso, especialmente em estagios
iniciais ou intermediarios do LCCT, nos quais regimes terapéuticos continuos sao
frequentemente adotados (Li et al., 2023). Além disso, uma liberagdo mais controlada tende a
reduzir oscilagdes bruscas na concentragdo plasmatica, o que pode contribuir para um perfil
de seguranca mais favoravel.

Em neoplasias cutdneas, como melanomas e tumores de queratinocitos, o DDS3
também apresenta aplicabilidade potencial. O equilibrio entre estabilidade estrutural e
capacidade de liberagdo observado neste sistema € consistente com o comportamento descrito
para complexos baseados em B-ciclodextrinas, que frequentemente demonstram melhora na
solubilidade de farmacos hidrofobicos associada a perfis de liberagcao mais controlados (Bilal
et al., 2023).

Ainda assim, ¢ importante considerar possiveis limitagdes. A elevada afinidade entre o
farmaco e o carreador, embora benéfica para a estabilidade do sistema, pode dificultar a
liberagdo em cendrios que exigem acdo mais rapida. Em neoplasias mais agressivas, por
exemplo, uma liberagdo inicial mais intensa pode ser necessaria, o que nem sempre ¢

compativel com sistemas altamente estaveis (Wang et al., 2024).

3.7. Perspectivas futuras e limitagoes

Apesar do desempenho superior do DDS3 em relacdo aos demais sistemas avaliados,
algumas limitagcdes devem ser consideradas. A elevada energia de interagdo entre o farmaco
ECB-BFP ¢ a céapsula embora favoreca a estabilidade estrutural em meio aquoso, pode
resultar em retencdo excessiva do fAirmaco no interior do complexo. Como a atividade do
ECB-BFP depende de sua interacdo direta com alvos celulares, especialmente o DNA, uma
dissociagdo insuficiente pode comprometer sua eficacia. Dessa forma, estudos experimentais
de liberacao tornam-se necessarios para avaliar se a flexibilidade observada nas simulagdes €
suficiente para permitir a disponibilizagdo do fArmaco em condigdes bioldgicas.

Adicionalmente, o desempenho do DDS3 pode ser influenciado pelo microambiente
em que se encontra. Embora a elevada hidratacdo favoreca sua estabilidade em circulagao
sistémica, essa caracteristica pode ndo ser igualmente vantajosa em tecidos com baixa
perfusdo ou alta densidade de matriz extracelular, nos quais interagdes competitivas podem

alterar a dindmica do sistema. Além disso, a complexidade estrutural decorrente da
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funcionalizacdo com colesterol hidroxilado pode representar desafios relacionados a
reprodutibilidade sintética e a escalabilidade.

Do ponto de vista prospectivo, essas limitagcdes indicam caminhos para o
aprimoramento do sistema. Modificagdes estruturais que permitam maior controle da
dissociacdo do complexo, bem como o desenvolvimento de sistemas estimulo-responsivos,
especialmente sensiveis a variagdes de pH, podem contribuir para otimizar a liberagdo do
farmaco em microambientes tumorais. Estratégias de direcionamento ativo também podem ser

exploradas como forma de aumentar a especificidade e a eficiéncia terapéutica do DDS3.

4. CONCLUSAO

As simulagdes de dinamica molecular permitiram comparar o desempenho de trés
sistemas de liberagdo baseados em B-ciclodextrinas para o farmaco ECB-BFP, evidenciando
diferencas relevantes em termos de estabilidade, solvatacao e dindmica estrutural.

Os resultados indicam que o DDSI, embora estruturalmente estavel, apresenta
limitagcdes associadas a baixa interagdo com o meio aquoso, enquanto o DDS2 demonstrou
instabilidade e comportamento energeticamente desfavoravel. Em contraste, o DDS3
apresentou o melhor desempenho global, combinando maior solvatacdo, estabilidade do
complexo e flexibilidade estrutural compativel com libera¢do controlada.

Dessa forma, o DDS3 se destaca como o sistema mais promissor para aplicagdo em
liberacao de farmacos hidrofobicos, com potencial em contextos oncoldgicos como o linfoma
cutaneo de células T e outras neoplasias cutaneas. Ressalta-se, contudo, que essas conclusdes
se baseiam em simulagdes computacionais, sendo necessaria validagdo experimental para

confirmagdo de seu desempenho em condigdes biologicas.
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