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RESUMO

O céancer é a segunda principal causa de morte em diversos paises e seu tratamento
possui limitagdes, como baixa seletividade, toxicidade e mecanismos de resisténcia.
Nesse sentido, considerando a relevancia dos nucleos de acridina e quinolina para o
desenvolvimento de farmacos, este trabalho visa planejar novos compostos com
potencial antitumoral, avaliando sua capacidade de interagdo com DNA e inibicdo da
enzima topoisomerase (Topo) lla e do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), através de estudos in silico. Para o planejamento dos compostos acridinicos
(ACF) e quinolinicos (QF), foi considerado o AMTAC-01, molécula previamente
sintetizada pelo grupo de pesquisa, utilizando estratégias de simplificacdo e expansao
molecular, seguidas de dissociacdo de anel aromatico. Em seguida, o perfil
farmacodinamico dos derivados foi realizado por meio de docking molecular com DNA
(ID: 1G3X e 1BNA), Topo lla (ID: 5GWK) e EGFR (ID: 4HJO), e os parametros
farmacocinéticos dos compostos mais promissores foram preditos utilizando os
servicos web SwissADME, pkCSM, ADMETlab 2.0 e XenoSite. Como resultado, todos
os 20 derivados planejados foram capazes de interagir com o sulco menor do DNA e
se intercalar com os nucleotideos, sobretudo a série QF, que demonstrou resultados
mais promissores de afinidade, em relacdo ao AMTAC-01 e a Amsacrina (m-AMSA).
Com a Topo lla, as estratégias de modificagdo também foram favoraveis, pois a
maioria dos compostos exibiu afinidade superior ao AMTAC-01, com destaque para a
flexibilidade do sistema aromatico, considerando o melhor perfil de ligacdo dos
derivados quinolinicos QF-Al e QF-A2. Ja com o EGFR, todos os compostos
apresentaram maior afinidade em relacdo ao AMTAC-01 e ao Erlotinibe, sendo os
derivados acridinicos associados a por¢cao de acido acético (ACF-Al e ACF-A2) mais
promissores, devido a realizacdo de ligacbes ibnicas, que permitem maior
estabilizacdo do complexo com o alvo. Por fim, foi observada alta absorgéo intestinal,
inibicdo de Glicoproteina-P (gp-P) e quantidade razoavel de reacbes metabdlicas,
permitindo eliminagéo renal adequada, para os derivados ACF-C e QF-C, que podem
gerar 0S compostos mais promissores como metabdlitos. Diante disso, pode-se inferir
gue o planejamento de novos hits foi bem-sucedido, considerando seus promissores

resultados de afinidade com alvos relevantes ao cancer e farmacocinética adequada.

Palavras-chave: Cancer; Derivados acridinicos; Derivados quinolinicos; In silico.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in several countries and its treatment has
limitations, such as low selectivity, toxicity, and resistance mechanisms. In that regard,
considering the relevance of acridine and quinoline scaffolds for the development of
drugs, this work aims to design new compounds with antitumor potential, evaluating
their ability to interact with DNA and inhibition of enzyme topoisomerase (Topo) lla and
epidermal growth factor receptor (EGFR), through in silico studies. For the design of
the acridine (ACF) and quinoline (QF) compounds, AMTAC-01, a molecule previously
synthesized by the research group, was considered, using strategies of molecular
simplification and expansion, followed by aromatic ring dissociation. Then, the
pharmacodynamic profile of the derivatives was performed through molecular docking
with DNA (ID: 1G3X and 1BNA), Topo lla (ID: 5GWK) and EGFR (ID: 4HJO), and the
pharmacokinetic parameters of the most promising compounds were predicted using
SwissADME, pkCSM, ADMETIlab 2.0 and XenoSite web services. As a result, all the
20 designed compounds were able to interact with the minor groove of DNA and
intercalate with nucleotides, especially the quinoline derivatives, which showed more
promising affinity results compared to AMTAC-01 and Amsacrine (m-AMSA). In regard
of Topo lla, the molecular modification strategies were also favorable, as most
compounds exhibited higher affinity than AMTAC-01, with emphasis on the flexibility
of the aromatic system, considering the better binding profile of the quinolinic
derivatives QF-Al and QF-A2. In turn, for EGFR, all designed compounds showed
greater affinity compared to AMTAC-01 and Erlotinib, with acridine derivatives
associated with acetic acid moiety (ACF-Al and ACF-A2) being more promising, due
to the realization of ionic bonds, which allow greater stabilization of the complex with
the target. Finally, high intestinal absorption was observed, P-glycoprotein (gp-P)
inhibition and reasonable number of metabolic reactions were observed, allowing
adequate renal elimination, for the ACF-C and QF-C derivatives, which can generate
the most promising compounds as metabolites. Given this, it can be inferred that the
design of new hits was successful, considering its promising affinity results with

relevant targets for cancer, as well as adequate pharmacokinetics.

Keywords: Cancer; Acridine derivatives; Quinoline derivatives; In silico.
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1 INTRODUCAO

O céancer consiste em um conjunto de diversas doengas malignas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células, com formacao de tumores,
0S quais, por sua vez, podem invadir tecidos adjacentes e se difundir para outras
regides do organismo (BRASIL, 2020). E a segunda principal causa de morte em
diversos paises, incluindo o Brasil, com aumento progressivo na incidéncia de casos,
devido ao crescimento e ao envelhecimento populacional, bem como a exposicdo a
fatores de risco, que incluem obesidade, sedentarismo, tabagismo, entre outros. Os
tratamentos envolvem, sobretudo, cirurgia, radiacdo e quimioterapia, porém, devido a
complexidade do cancer, ainda existem limitacdes, como baixa especificidade,
toxicidade sistémica, além de mecanismos de resisténcia (SUNG et al., 2021;
ALMEIDA et al., 2021; CASTANEDA et al., 2022).

Assim, o desenvolvimento de novos farmacos para a terapia do cancer é
imprescindivel e, para isso, existem vérias ferramentas que podem ser utilizadas,
dentre as quais o planejamento auxiliado por computador (Computer-Aided Drug
Design — CADD), utilizado para a descoberta de novas moléculas biologicamente
ativas durante a etapa pré-clinica. Considerando que a identificacdo de um composto
lead através de ensaios clinicos pode levar até 40 anos, com gastos em torno de 800
milhdes de ddlares, os estudos in silico demonstram ser bastante relevantes para a
reducdo de custos e tempo. Nesse contexto, o docking molecular consiste em uma
metodologia in silico que, baseada na estrutura do alvo, € capaz de determinar as
interacdes e a afinidade de ligagdo de moléculas em alvos bioldgicos, auxiliando na
triagem de compostos com potencial atividade biolégica frente a um alvo cuja estrutura
ja é conhecida (SABE et al., 2021; PINZI & RASTELLI, 2019; LOHNING et al., 2017).

Para a descoberta de novos candidatos a farmacos, destacam-se os derivados
acridinicos, compostos heterociclicos com diversas propriedades farmacoldgicas,
sobretudo atividade antitumoral, relacionada a capacidade do nucleo da acridina em
se intercalar entre pares de bases nitrogenadas do DNA, distorcendo sua estrutura.
Somado a isso, os derivados acridinicos podem ser capazes, também, de inibir a
atividade de enzimas que atuam sobre o DNA, como as topoisomerases, bem como

a glicoproteina-P, associada a resisténcia de tumores a multiplos medicamentos
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(Multiple Drug Resistance — MDR), e proteinas quinases (NOWAK, 2017; ZHANG et
al., 2014; CHOLEWINSKI et al., 2011).

Outro ndcleo que merece destaque € a quinolina, que, também, consiste em
um fragmento privilegiado associado a farmacos naturais ou sintéticos, com diversas
atividades biologicas, como antineoplasica, anti-inflamatoria, antiviral, antimicrobiana,
antiparasitaria, anticonvulsivante, entre outras. No caso da atividade antitumoral, os
derivados quinolinicos apresentam varios mecanismos de supressao do crescimento
celular, que incluem inibicdo de reparo do DNA, topoisomerase, tirosina quinases e
polimerizacao de tubulinas (MOHASSAB et al., 2020; JAIN et al., 2019).

Considerando a relevancia dos estudos in silico bem como dos nucleos de
acridina e quinolina para o desenvolvimento de novos compostos ativos contra o
cancer, este trabalho tem como objetivo planejar novos derivados acridinicos e

quinolinicos com potencial atividade antitumoral, por meio de docking molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificacdo de novos hits, por meio de estudos de CADD de derivados
fenilimino-acridinicos e difenilimino-quinolinicos, planejados a partir da estrutura de

um derivado espiro-acridinico com atividade antitumoral.

2.2 Objetivos Especificos

e Planejar novos derivados a partir da estrutura de um derivado espiro-acridinico
com promissora atividade antitumoral.

e Realizar estudos de interagdo com DNA, em ambiente virtual, com os derivados
planejados, por meio de docking molecular.

e Realizar estudo de docking molecular com os compostos em alvos relevantes
para o cancer.

e Avaliar o perfil farmacocinético in silico dos quatro derivados mais promissores

nos estudos de docking molecular, por meio de servigos web gratuitos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer

Ao longo da vida, a maioria das células do organismo sdo mantidas sob
homeostase, por meio de divisbes das células-tronco adultas, renovacao tecidual
através de sua diferenciacdo progressiva e morte celular programada (apoptose).
Entretanto, alteracdes no genoma das células-tronco, por mutagdes, podem aumentar
a expansao clonal de suas células-filhas, estimulando vias de proliferacdo, ao mesmo
tempo que ocorre inibicdo de apoptose, no processo conhecido como carcinogénese
(ACHA-SAGREDO et al., 2022; CURTI et al., 2017; GRUNT & VALENT, 2022).

Para isso, as células cancerigenas adquirem dez principais caracteristicas
(Figura 1), conhecidas como Hallmarks, que incluem manutencdo da sinalizacéo
proliferativa, reduzida supressdo do crescimento celular, imortalidade associada a
replicacdo, resisténcia a apoptose, instabilidade e mutacdo de genes, inflamacao
cronica, reprogramacao do metabolismo celular, supressao imunoldgica, angiogénese
e metastase (GRUNT & VALENT, 2022; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Figura 1: Principais Caracteristicas das Células Cancerigenas
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De acordo com o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), o cancer consiste
na principal causa de morte em habitantes de 112 paises, com menos de 70 anos,
ocupando o primeiro ou 0 segundo lugar em mortalidade. Somado a isso, estima-se
gue houve aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos e cerca de 10 milhdes de
mortes por cancer, mundialmente, no ano de 2020 (SUNG et al., 2021).

Dentre os diversos tipos, o cancer de mama ocupa 0 primeiro lugar em
incidéncia, seguido do cancer de pulmé&o, que apresenta a maior mortalidade por
cancer (SUNG et al., 2021) (Figura 2).

Figura 2: Incidéncia e Mortalidade Mundial do Cancer em 2020
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Fonte: Adaptado de SUNG et al. (2021).

Mediante essa crescente estimativa, 0 processo de descoberta e de
desenvolvimento de novos farmacos tem sido uma busca constante para o0s
pesquisadores no mundo inteiro e, para isso, o conhecimento de alvos moleculares

relevantes para a fisiopatologia da doenca é imprescindivel.

3.2 Alvos relevantes no desenvolvimento de moléculas antitumorais

3.2.1 Interacdo com DNA

O DNA é um polimero de nucleotideos, que incluem adenina, citosina, guanina
e timina, as quais sdo unidas por ligacdes fosfodiéster. A cadeia de fosfato mantém
contato com o meio aquoso intracelular e as bases nitrogenadas permanecem no
interior, devido ao seu carater planar e hidrofobico. Além disso, o DNA existe em forma
de dupla hélice (Figura 3), sustentada por ligacées de hidrogénio entre as bases
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nitrogenadas, das quais trés ocorrem entre citosina e guanina e duas sao
estabelecidas entre adenina e timina. Outras interacfes importantes compreendem a
atracdo eletrostatica entre os grupos fosfato e os cations na solucdo aquosa, bem
como ligagbes ndo covalentes, como interagbes T-TT entre 0S anéis aromaticos
(BARRA & NETO, 2015; BILGE et al., 2022; MOLLARASOULI et al., 2020).

Figura 3: Estrutura Molecular do DNA
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Fonte: Adaptado de ROY et al. (2019).

Devido ao seu papel em diversos processos bioldgicos, o DNA é um alvo
promissor para o0 desenvolvimento de novos compostos com propriedades
antiproliferativas. Pequenas moléculas organicas podem formar complexos com o
DNA, por meio de diversos tipos de interacdo com a dupla-hélice, e, com isso, alterar
suas propriedades funcionais e sua estabilidade, inibindo a replicac&o, a transcricao
ou expresséao génica nas ceélulas-alvo, suprimindo a proliferacéo celular (ALMEIDA et
al., 2017; MOLLARASOQULI et al., 2020).

Para isso, existem quatro principais tipos de interacao, ilustradas na Figura 4:
ligacdo covalente, intercalagéo, interagdo com os sulcos maior ou menor, bem como
interacdes eletrostéticas inespecificas com as cargas negativas dos grupos fosfato
(RAMOTOWSKA et al., 2021).
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Figura 4: Principais Tipos de Interacdo com o DNA
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A intercalacdo consiste em uma interagcdo ndo covalente entre compostos
espacialmente planos e os pares de bases nitrogenadas da dupla hélice do DNA.
Geralmente, os intercaladores contém anéis aromaticos ou heteroarométicos, que se
posicionam perpendicularmente ao eixo helicoidal e promovem, principalmente, forgas
eletrostaticas e hidrofobicas, com destaque para as interacdes de empilhamento T-1r
(RAMOTOWSKA et al., 2021).

A insercdo do intercalador modifica a estrutura terciaria do DNA, afetando os
angulos de torgao relacionados aos grupos fosfato. Isso promove um afastamento das
bases nitrogenadas, levando ao alongamento, enrijecimento e desenrolamento da
dupla hélice, o que impede a replicacdo e, assim, inibe o crescimento tumoral.
Exemplos de farmacos intercaladores incluem Amsacrina (m-AMSA) e Mitoxantrona,
representados na Figura 5 (BARRA & NETO, 2015; ALMEIDA et al., 2017).

Figura 5: Estrutura Quimica da Amsacrina e da Mitoxantrona
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Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al. (2017).

Os compostos aromaticos com sistemas de anéis néo fundidos, por sua vez,

possuem maior flexibilidade e, consequentemente, podem assumir conformacdes
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mais apropriadas para interagir com os sulcos do DNA. Esse tipo de interacdo ocorre
em duas etapas: a molécula sofre uma transferéncia hidrofébica da solucdo aquosa
intracelular para os sulcos do DNA, para, depois, realizar ligacbes com as bases
nitrogenadas (ALMEIDA et al., 2017; MOLLARASOULI et al., 2020). Exemplos de
moléculas ativas contra o cancer e capazes de interagir com o0s sulcos do DNA

incluem a Talimustina e a Brostalicina, representadas na Figura 6 (CAl et al., 2009).

Figura 6: Estrutura Quimica da Talimustina e da Brostalicina
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3.2.2 Topoisomerase lla

A topoisomerase (Topo) é uma enzima nuclear que regula a topologia do DNA
durante diversos processos celulares, como replicacéo, transcricdo, condensacao de
cromossomos e segregacao de cromatina. Para isso, ela reduz a tensao helicoidal e
0s nés, durante a compactacao do genoma nas células, e o superenrolamento do DNA
gue ocorre nas regides flanqueadoras onde as duas fitas sdo separadas pelas
enzimas polimerase e helicase, que poderia levar a interrupcdo da replicacéo e da
transcricdo. Isso ocorre devido a estrutura de dupla hélice do DNA e a auséncia de
rotacdo livre no interior das células (ALMEIDA et al., 2017; POMMIER et al., 2010).
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Além disso, durante a replicacdo, devido a estrutura de dupla hélice do DNA,
ocorre a formacao de catenanos (Figura 7), que devem ser desvinculados pela acao
das topoisomerases, no processo conhecido como decatenacgédo, antes que ocorra a
citocinese. Dessa forma, a Topo demonstra ser um alvo relevante para a terapia do
cancer, uma vez que se apresenta em niveis elevados nos tumores, 0 que € essencial
para a proliferacdo celular acelerada, uma das principais caracteristicas do cancer
(ALMEIDA et al., 2017; POMMIER et al., 2010).

Figura 7: Formas Topologicas do DNA
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Fonte: Adaptado de POMMIER et al. (2010).

A topoisomerase pode ser classificada em dois tipos: Topo | e Topo Il, sendo
esta considerada mais relevante para a proliferacdo celular em relacdo a primeira,
sobretudo a isoforma lla, que apresenta niveis elevados apenas em células
proliferativas. A Topo lla consiste em um homodimero que promove a clivagem das
duas fitas de DNA simultaneamente, utilizando Mg*? e ATP, e tém preferéncia por
regides de cruzamento de DNA, que, geralmente, contém formas topoldgicas de
superenrolamento, nos e catenanos (KARKI et al., 2014; POMMIER et al., 2010).

Durante o processo de desenrolamento do DNA, por meio da ag&o da Topo lla
(Figura 8), existem dois segmentos de DNA. O primeiro é o G (portao ou “gate”), que
é clivado pela enzima, para que, depois, o segmento T (“transportado”) possa passar
através do complexo Topo-DNA (POMMIER et al., 2010).
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Figura 8: Mecanismo de Acéo da Topoisomerase lla
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Apos a ligacdo com o ATP, a Topo lla sofre uma mudanca conformacional, de
sua forma aberta para grampo fechado (22 Etapa), como representado na Figura 8.
Em seguida, na presenca de Mg*?, os residuos de Tyr804 de cada monomero da
enzima atacam ligagdes fosfodiéster nas extremidades 5’ do segmento G, permitindo
a passagem do segmento T (32 e 42 Etapas). Posteriormente, este é liberado do
complexo Topo-DNA e as extremidades clivadas do segmento G sdo novamente
vinculadas dentro do complexo homodimérico da Topo lla (52 e 62 Etapas). Por fim, a
hidrolise de outra molécula de ATP promove a restauracdo da conformacao de pinca
aberta da enzima, com a liberacdo do segmento G (62 Etapa) (POMMIER et al., 2010).

A inibicao da Topo lla pode ocorrer de forma irreversivel, por meio da a¢éo dos
venenos de topoisomerase, que tornam a clivagem transitéria do DNA em permanente
e, com isso, transformam a enzima em um “veneno celular”, promovendo a apoptose
das células tumorais. Esse € o caso do Etoposideo e da Amsacrina (m-AMSA), que
inibem a religacéo do DNA, nas etapas 4 e 5 representadas na Figura 8. Os inibidores
cataliticos da Topo lla, por sua vez, previnem a ligacao entre o DNA e a Topo lla, para
estabilizar os complexos ndo covalentes da topoisomerase com o DNA ou inibir o sitio
de ligagdo ATPase (ALMEIDA et al., 2017; POMMIER et al., 2010).

3.2.3 Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR)

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), também conhecido

como HER1 e ErbB-1, é uma proteina transmembrana que contém trés dominios. O
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primeiro consiste no dominio extracelular de ligagdo ao Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF), enquanto o segundo corresponde ao dominio transmembrana e o
terceiro representa o dominio citoplasmatico (Figura 9). Este, por sua vez, contém
duas subunidades: proteina tirosina quinase (PTK) e fosforilagdo C-terminal
(ABOUREHAB et al., 2021).

A via de sinalizacdo do EGFR é essencial para o crescimento, a proliferacao e
a sobrevivéncia das células da epiderme. Seu mecanismo de acgdo consiste na
ativacao de cascatas de sinalizacdo (Figura 9), apoés a ligacdo de agonistas como o
EGF e o Fator de Crescimento Transformador a (TGF-a), seguido de dimerizacdo e
autofosforilagdo. Existem trés principais cascatas, com a¢ao anti-apoptose, sao elas:
sinalizacado mediada por fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K); progresséo do ciclo celular,
por meio do eixo RAS-RAF-MEK-ERK; e ativacdo de proteinas STATs, também
relacionadas a proliferacdo e inibicdo de apoptose (LEE et al., 2018; ABOUREHAB et
al., 2021; QUESNELLE et al., 2007).

Figura 9: Cascata de Sinalizagdo do EGFR
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O dominio PTK do EGFR é responsavel pela transferéncia de um grupamento
fosfato, a partir do ATP, para a hidroxila presente nos residuos de tirosina das
quinases, para iniciar as cascatas da sinalizagdo proliferativa. Essa subunidade
contém dois lobos, entre os quais esta localizado o sitio de ligagdo com o ATP. Os

inibidores de tirosina quinase (EGFR-TKI) promovem o bloqueio competitivo da
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fosforilacdo, por mimetizarem o ATP, e podem ser classificados conforme sua
estrutura quimica em derivados de quinolina, quinazolina e pirimidina. A Figura 10
mostra exemplos de EGFR-TKI aprovados pela FDA (ABOUREHAB et al., 2021,
MARTIN-FERNANDEZ et al., 2019).

Figura 10: Exemplos de EGFR-TKIs
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Fonte: Adaptado de ABOUREHAB et al. (2021).

A partir do conhecimento de alvos moleculares e alguns de seus ligantes, a
guimica farmacéutica utiliza diversas ferramentas que podem auxiliar na descoberta

e no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos de forma planejada e eficiente.

3.3 Planejamento molecular

Historicamente, os farmacos eram descobertos apenas por meio do método de
tentativa e erro, sendo obtidos, exclusivamente, através do isolamento de produtos
oriundos de plantas ou microorganismos. Porém, com 0s avanc¢os tecnolégicos e
cientificos, houve o surgimento de técnicas computacionais, bem como a triagem de
alto rendimento ou High-Throughput Screening (HTS). Com isso, tornou-se possivel a
sintese de bibliotecas de moléculas, avaliadas frente a um alvo bioldgico especifico
(PICCIRILLO & AMARAL, 2018; BERDIGALIYEV & ALJOFAN, 2020). O uso dessas
diversas técnicas e o conhecimento de interacfes intermoleculares, energia de ligacao
e estereoquimica, durante a interacdo ligante-alvo, possibilitaram a descoberta de
leads, protétipos com a atividade biologica desejada. Dentre as ferramentas utilizadas
para o seu planejamento, o bioisosterismo é amplamente utilizado para o desenho de

moléculas mais seguras e eficazes (JAYASHREE et al., 2022).
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3.3.1 Bioisosterismo

Em 1932, Erlenmeyer estabeleceu o conceito de isésteros como atomos,
moléculas ou ions que possuem idénticas camadas eletrbnicas de valéncia. J4 o
conceito de Bioisosterismo surgiu na década de 1950, quando Friedman definiu os
bioisGsteros como todos os atomos e moléculas que se encaixam na definicdo ampla
de isosterismo e possuem atividades biologicas similares. Em outras palavras, o
bioisosterismo tem como objetivo identificar fragmentos moleculares que sejam
intercambiaveis entre si, sem que haja comprometimento significativo na atividade
biol6gica (JAYASHREE et al., 2022; BHATIA et al., 2011).

Em 1970, Alfred Burger classificou o bioisosterismo em dois subtipos: classico
e nao classico. A primeira categoria compreende os atomos e as moléculas que
obedecem a definicdo de isosterismo de Erlenmeyer, possuindo mesma valéncia e
equivaléncia anelar. Os bioisOsteros nao classicos, por sua vez, sdo moléculas que
ndo possuem o mesmo numero de &tomos nem obedecem as regras eletrénicas do
isosterismo classico, porém, conseguem produzir atividades biol6gicas semelhantes
(JAYASHREE et al., 2022; BHATIA et al., 2011). Exemplos de ambos os tipos de

Bioisosterismo podem ser visualizados na Figura 11.

Figura 11: Exemplos de Bioisosteros Classicos e N&o Classicos
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Tendo em vista que existem diversos substituintes possiveis bem como
posicdes no anel benzénico, existe uma certa dificuldade em estabelecer a melhor
estratégia de substituicdo em sistemas aromaticos, para potencializar a atividade de
uma molécula. Dessa forma, John Topliss desenvolveu uma metodologia para auxiliar
na escolha de substituicbes para a otimizacdo de compostos, levando em
consideracéo a lipofilia e fatores estérico-eletrénicos. O método € conhecido como
Arvore de Topliss e consiste em uma arvore de decisdo que serve para orientar a
substituicdo no planejamento e na sintese de novos derivados, partindo do substituinte
4-cloro (Figura 12) (TOPLISS, 1972; RICHTER, 2017).

Figura 12: Arvore de Topliss para Substituintes Aromaticos
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3.3.2 Simplificacdo Molecular

A simplificacdo estrutural € uma estratégia de modificagdo molecular que reduz
a complexidade de compostos naturais ou sintéticos, através da remocao de grupos
nao essenciais e da manutencdo de grupos farmacoforicos. Seu principal objetivo
consiste em identificar moléculas menos complexas com atividade biologica
comparavel ou superior ao derivado simplificado, além de otimizar suas propriedades

fisico-quimicas e perfil farmacocinético. A eliminacdo de centros quirais, a reducéo do
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namero de anéis e a alteracdo de sua conectividade (anéis fusionados, ligados ou em

ponte) sdo abordagens bastante utilizadas (WANG et al., 2019).

3.3.3 Computer-Aided Drug Design (CADD)

Considerando a complexidade dos sistemas biolégicos, o desenvolvimento de
novos compostos ativos € um processo desafiador, que exige colaboracdo entre
diversas areas da ciéncia, como biologia, quimica, farmacologia, pesquisa clinica,
informatica, entre outras. Para isso, o fluxo de descoberta de novos farmacos consiste
em identificar o alvo, para selecionar os compostos mais promissores ou “hits” e, em
seguida, otimiza-los em um composto lead, o qual deve ser submetido a ensaios pré-
clinicos e clinicos. Todo esse processo necessita de alto custo financeiro, cerca de
U$ 2,5 bilhdes, e demanda cerca de 10 a 17 anos (NASCIMENTO et al., 2022).

Nesse sentido, o planejamento de farmacos auxiliado por computador (CADD)
surgiu com os avangos da tecnologia e tem sido amplamente utilizado com o intuito
de agilizar o processo de desenvolvimento de farmacos, bem como reduzir os gastos
e ataxa de falhas. Para essa finalidade, o CADD é uma ferramenta que utiliza recursos
de computacdo, como bancos de dados, algoritmos, programas, servicos web e
softwares de visualizacdo 3D, e fornece suporte ao planejamento de pequenas
moléculas direcionadas a alvos biolégicos relevantes para a fisiopatologia de
determinadas doencas (WANG et al., 2018; DAINA et al., 2021).

Além disso, com o surgimento da cristalografia de raios-X e da ressonancia
magnética nuclear, foi possivel comprovar as estruturas de diversos alvos e, entéo,
surgiu o planejamento de farmacos baseado na estrutura do alvo ou Structure-Based
Drug Design (SBDD), que permite a visualizagdo do processo de ligagéo de pequenas
moléculas em alvos biologicos. Para isso, o SBDD utiliza algumas ferramentas do
CADD, como o docking molecular, para determinar a energia livre de ligacdo (AG) e
as interagdes envolvidas no reconhecimento molecular do alvo. Com isso, o docking
pode prever a conformacdo energeticamente mais favoravel dentro do sitio ativo e
classificar os compostos de acordo com sua afinidade, através de funcdes de
pontuacao especificas (WANG et al., 2018; FERREIRA et al., 2015).

Ademais, falhas no processo de desenvolvimento de farmacos envolvem,
também, propriedades farmacocinéticas inapropriadas, invalidando os compostos

testados em ensaios in vivo ou clinicos. Dessa forma, propriedades de absorcéo,
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distribuicdo, metabolismo e eliminacdo podem ser determinadas utilizando métodos
computacionais (NASCIMENTO et al., 2022; FERREIRA et al., 2015).

Além dessas, existem diversas outras estratégias de planejamento molecular e
otimizacdo, que podem ser usadas isoladas ou associadas, de modo a garantir uma
maior diversidade estrutural e probabilidade de encontrar uma molécula promissora a
ser candidata a farmaco. Essas ferramentas podem ser aplicadas em estruturas ou
subestruturas privilegiadas, como os derivados acridinicos e quinolinicos, scaffolds
bastante discutidos na literatura.

3.4 Derivados acridinicos

Os derivados acridinicos sdo uma classe de compostos heterociclicos que
contém uma ampla variedade de propriedades farmacoldgicas, as quais incluem
atividade antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral e, sobretudo, antitumoral. Isso
porque o nucleo de acridina demonstra ser um farmacoforo importante para a
interacdo com 0 DNA, seja por intercalagao, seja por interagdo com os sulcos, levando
a inibicdo da replicacéo, da transcricdo ou do reparo do DNA. Além disso, diversos
compostos acridinicos também demonstraram inibicdo das enzimas Topo | e I,
provocando danos ao DNA e, consequentemente, impedindo sua replicacdo, o que
induz a apoptose celular (RESCIFINA et al., 2014).

A Amsacrina foi um dos primeiros derivados acridinicos introduzidos na clinica,
sendo utilizada no tratamento de leucemia mieloide aguda refrataria e dos linfomas de
Hodgkin e ndo Hodgkin, devido a sua capacidade de intercalacdo com DNA e inibicédo
seletiva da Topo Il (RESCIFINA et al., 2014; ZEGHADA et al., ALMEIDA et al., 2017).
Considerando a estrutura da Amsacrina, Almeida e col. (2016) planejaram e
sintetizaram novos derivados espiro-acridinicos (AMTAC), por meio da condensacao
de intermediarios N-acilidrazénicos com acridina-9-carboxaldeido e subsequente
ciclizagdo, para a formacgéo do anel espiro (Figura 13).

O prototipo dos derivados espiro-acridinicos (AMTAC-01), foi capaz de formar
complexo com o DNA de timo de bezerro (ctDNA), na concentragcdo de 50 uM,
evidenciado por hipocromicidade significativa (92,87%) e deslocamento hipsocrémico
(AA = 14 nm), em ensaio de titulacao espectrofotométrica em tampéao aquoso (pH 7,6).
Somado a isso, 0 AMTAC-01 apresentou, também, constante de inibicdo (Kb) dentro
da faixa de 10* M1, indicativo de intercalacdo com DNA (ALMEIDA et al., 2016).
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Figura 13: Planejamento dos Derivados Espiro-Acridinicos (AMTAC)
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Fonte: Adaptado de ZEGHADA et al. (2020); ALMEIDA et al. (2016).

Almeida e colaboradores (2016) demonstraram, também, que o AMTAC-01
atua como veneno de Topo lla, na concentragdo de 100 uM, em comparagdo com a
m-AMSA (50 uM). Além disso, em ensaio colorimétrico de suforrodamina B, o derivado
espiro-acridinico foi capaz de inibir o crescimento de diversas linhagens de cancer,
como leucemia mieloide crénica (K-562), carcinoma de pulmé&o e mama (NCI-H460 e
MCF-7), bem como cancer de colon e prostata (HT-29 e PC-3), com valores de

concentracgéo inibitéria de 50% do crescimento (Glso) inferiores a 7 pM.

3.5 Derivados quinolinicos

A quinolina, benzopiridina ou benzazina € um scaffold bastante relevante para
o desenvolvimento de farmacos, visto que esta presente em moléculas com diversas
atividades biologicas, sobretudo, antitumoral. Devido as suas caracteristicas estérico-
eletrbnicas, a quinolina € uma estrutura bastante versatil, pois € capaz de promover e
estabilizar interacbes com varios alvos biologicos relacionados a progressdo do
cancer, como microtubulos, receptores hormonais, anidrase carbdnica, timidilato
sintase, receptores de tirosina quinase, topoisomerases, DNA, entre outros
(ILAKIYALAKSHMI & NAPOLEON, 2022; LAURIA et al., 2021).

Nesse sentido, Abdellatif e colaboradores (2017) sintetizaram um novo
derivado quinolinico com atividade antitumoral, 6¢ (Figura 14), a partir da estrutura do
Erlotinibe, inibidor de EGFR aprovado pela FDA. O composto 6¢ demonstrou atividade
antitumoral para cancer de mama (MCF-7) e de pulmdo (A549), em ensaio

colorimétrico MTT, com valores de concentracao inibitoria de 50% (ICso0) de 3,42 uM
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e 5,97 uM, respectivamente, superando o Erlotinibe para inibicdo do crescimento do

cancer de pulmao, que exibiu ICso de 19,26 uM.

Figura 14: Planejamento do Composto 6¢

NH C,H;00C p COOH
(0]
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L\ /\/0 N
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Fonte: Adaptado de ABDELLATIF et al. (2017).

Portanto, € evidente a importancia dos scaffolds de acridina e quinolina para o
desenvolvimento de candidatos a farmacos com potencial atividade antitumoral, por
meio de interagcdo com DNA e inibicdo de alvos relevantes para a fisiopatologia do
cancer, como a Topo lla e o EGFR. Logo, a proposta desse trabalho consiste em
planejar novos derivados com possivel atividade antineoplasica, considerando essas
estruturas privilegiadas e as estratégias de modificagdo, como simplificacdo molecular
e bioisosterismo. Além disso, foram utilizadas ferramentas in silico, como o docking
molecular e servicos web gratuitos, a fim de avaliar sua afinidade frente aos alvos

discutidos bem como sua farmacocinética, respectivamente.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento dos Derivados

Para o planejamento dos novos derivados (Figura 15), foi considerada a
estrutura do AMTAC-01, a partir do qual foi realizada, inicialmente, uma simplificacéo
molecular, através de remoc¢ao do anel espiro 2-0xo-2,5-diidro-1H-pirrol-3-carbonitrila
e substituicdo por um grupo imino, originando a série ACF. Subsequentemente, foi
feita a dissociacdo do sistema de anéis fundidos da acridina, por meio do

deslocamento de um dos anéis aromaticos, levando a formacao da série QF.

Figura 15: Planejamento dos Derivados Fenilimino-Acridinicos (Série ACF) e

Difenilimino-Quinolinicos (Série QF)
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~

Simplificagao Deslocamento
Molecular
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Fonte: Autoria (2022).

Além disso, foi feita uma expansao molecular, por meio da adi¢cao de diferentes
grupamentos alquilicos ao nitrogénio endociclico da acridina e da quinolina, que
incluem um residuo de acido acético (A), ésteres de metila e etila (B e C), bem como
cetonas metilica e fenilica (D e E), conforme ilustrado na Figura 15. Além disso,
levando em consideracéo a arvore de decisdo de Topliss, foi adicionado o substituinte
cloro ao anel benzilidénico na posigéo para, a fim de avaliar sua contribuicdo para a

afinidade com os alvos e para a farmacocinética, em comparagcédo com o hidrogénio.
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4.2 Docking Molecular

4.2.1 Selegao dos Alvos

Inicialmente, as estruturas cristalograficas do DNA de fita dupla foram obtidas
a partir do Protein Data Bank (PDB). Para a avaliacédo de intercalagéo e interacdo com
os sulcos, foram selecionadas as estruturas com os codigos ID 1G3X e 1BNA,
respectivamente, levando em consideracdo que a primeira contém a acridina co-
cristalizada em um sitio de intercalacdo (SHAHABADI & HADIDI, 2022) e a segunda
€ amplamente utilizada por grupos de pesquisa como um modelo de DNA de fita dupla
para determinar regidoes de ligacdo com os sulcos (CHAUDHARY et al., 2022).

Posteriormente, o banco de dados de proteinas UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) foi utilizado para a selecéo dos alvos Topo lla (ID: 5GWK) e EGFR (ID:
4HJO), provenientes do PDB. Para isso, foram consideradas apenas estruturas que
contém inibidores co-cristalizados relevantes, cuja estrutura apresenta tamanho e
estrutura quimica semelhantes aos derivados planejados. Além disso, foi utilizado,
também, o fator R como indicador de qualidade para as estruturas cristalograficas

analisadas, sendo selecionada a de menor valor (WARREN et al., 2012).

4.2.2 Preparo dos Ligantes

As moléculas foram desenhadas no ChemDraw e submetidas ao Chem3D,
para minimizacao de energia, por meio do método de mecéanica molecular e utilizando
o campo de forca MM2 (ALLINGER, 1977), a fim de obter a conformacao mais estavel
e, assim, impedir a formacdo de interacbes nao covalentes desvantajosas,
comprimentos e angulos de ligacdo desfavoraveis e rotacfes de torcdo prejudiciais
(CHOWDHURY et al., 2020). Por fim, as moléculas foram adicionadas ao software
AutoDock Tools 1.5.6 (ADT) (MORRIS et al., 2009), para a atribuicdo de cargas de
Gasteiger (GASTEIGER & MARSILI, 1980) e mesclagem de hidrogénios néo polares.

4.2.3 Preparo dos Alvos

As estruturas dos alvos foram submetidas no PyMol, para remocéo do ligante

co-cristalizado, das moléculas de agua e de ions que nao fazem parte do sitio ativo.
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Em seguida, através do ADT, os alvos foram processados no formato .pdbqt,
necessario ao reconhecimento do software, por meio da adicdo dos hidrogénios
polares e das cargas de Gasteiger (SRIRAMULU et al., 2020).

4.2.4 Simulacéo de Docking Molecular
Inicialmente, para a realizagdo do docking molecular com os alvos, foi feita a
identificag8o dos sitios ativos, utilizando o AutoGrid 4.2, presente no software ADT,

com os valores de centro de grid, dimenséo e espacamento dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros de docking molecular utilizados para os alvos

PDB ID Centro do Gridbox Dimensdes Espacamento
1G3X 58,632, 52,878 e 58,270 A 60 x 60 x 60 A 0,375 A
1BNA 14,780, 20,976 e 8,807 A 96 x 96 x 126 A 0,375 A

5GWK A 23,7, -38,695 e -60,34 A 60 x 60 x 60 A 0,375 A
4HJO 24,407, 9,151 e -0,636 A 40 x 40 x 40 A 0,375 A

Fonte: Autoria (2022).

Apos a localizacdo do sitio ativo, o docking foi desenvolvido no AutoDock 4.2,
com 100 operagBes de algoritmo genético Lamarckiano (MORRIS et al., 1998) e
utilizando os parametros padrdes do ADT, que incluem tamanho de populagéo de 150,
2,5 milhdes de avaliacbes de energia, 27 mil geracdes, taxa de mutacdo génica de
0,02 e taxa de crossover de 0,8 (SRIRAMULU et al., 2020). Com isso, foram gerados
valores de Energia Livre de Ligagdo (AG) e Constante Inibitéria Estimada (Ki), sendo
selecionadas as conformagdes com menor valor de AG. Por fim, as estruturas dos
complexos ligante-macromolécula resultantes das simulacdes de docking molecular
foram submetidas ao Discovery Studio 2021 Client (BIOVIA, 2021), permitindo a
determinacao das regides de ligacéo dos alvos com as moléculas bem como a analise

dos tipos de interacéo e dos aminoacidos do sitio ativo que participam das ligagdes.

4.2.5 Validacao da Metodologia (Redocking)

Ja para a validacdo da metodologia, através de redocking molecular, foi

selecionada a conformacéo do ligante com menor valor de Desvio Quadréatico Médio
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(RMSD) das distancias entre os atomos e abaixo de 2,0 A (BELL & ZHANG, 2019).
Dessa forma, essa estrutura é comparada a conformacéo cristalografica do ligante
(SRIRAMULU & LEE, 2021), utilizando o Discovery Studio 2021 Client.

4.3 Perfil Farmacocinético In Silico

Para a andlise farmacocinética dos compostos, foram feitas predicdes in silico
de parametros relevantes de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Eliminacao,
através de servicos web gratuitos, que incluem SwissADME (DAINA et al., 2017),
pkCSM (PIRES et al.,, 2015), ADMETIab 2.0 (XIONG et al., 2021) e XenoSite
(ZARETZKI et al., 2013). Dessa forma, foi possivel estabelecer propriedades de
lipofilicidade, drug-likeness, absorcdo intestinal, resisténcia a farmacos,

permeabilidade através da barreira hematoencefalica e metabolismo por CYP450.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estruturas Quimicas dos Derivados Planejados

As estruturas quimicas dos compostos planejados foram desenhadas por meio
do software ChemDraw e a nomenclatura foi dada para os cédigos atribuidos as
moléculas, segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International
Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC), para facilitar a compreensédo dos
resultados. Tanto a nomenclatura IUPAC como as estruturas quimicas, para ambas

as séries ACF e QF, estdo dispostas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Estruturas Quimicas dos Derivados Fenilimino-Acridinicos

(continua)
Nomenclatura IUPAC Estrutura Quimica
R
ACF-A1: acido (2-[9-(fenilimino)-9,10- N/©/
dihidroacridin-10-ilJacético \
O O ACF-A1:R = H
ACF-A2: &cido 2-{9-[(4-clorofenil)imino]- N ACF-AZ:R=Ccl
9,10-dihidroacridin-10-il}acético Hoﬁ)
(o}
R
ACF-B1: 2-[9-(fenilimino)-9,10- N
dihidroacridin-10-ilJacetato de metila |
O O ACF-B1: R = H
ACF-B2: 2-{9-[(4-clorofenil)imino]-9,10- N ACF-BZ:R =Cl
dihidroacridin-10-il}acetato de metila /Oﬁ)
(0]
R
ACF-C1: 2-[9-(fenilimino)-9,10- ) ,©F
dihidroacridin-10-ilJacetato de etila \
O O ACF-C1: R = H
ACF-C2: 2-{9-[(4-clorofenil)imino]-9,10- N ACFC2:R=Cl

dihidroacridin-10-il}acetato de etila \/0%
(o]
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Tabela 2: Estruturas Quimicas dos Derivados Fenilimino-Acridinicos

(concluséo)

Nomenclatura IUPAC Estrutura Quimica
R
ACF-D1: 1-[9-(fenilimino)-9,10- /@
dihidroacridin-10-illetan-1-ona N
ACF-D1: R=H
ACF-D2: 1-{9-[(4-clorofenil)imino]-9,10- O N O ACF-D2: R=Cl
dihidroacridin-10-il}etan-1-ona /go

dihidroacridin-9-imina \
ACF-E1: R = H
ACF-E2:R = Cl

R
ACF-E1: 10-benzoil-N-fenil-9,10- N/©/

ACF-E2: 10-benzoil-N-(4-clorofenil)- O N

9,10-dihidroacridin-9-imina @/%

Fonte: Autoria (2022).

Tabela 3: Estruturas Quimicas dos Derivados Difenilimino-Quinolinicos

(continua)
Nomenclatura [IUPAC Estrutura Quimica
QF-ALl: 4cido 2-[(4E)-2-fenil-4-
(fenilimino)-1,4-dihidroquinolin-1-
ilfacético
QF-A1: R = H
QF-A2: acido 2-[(4E)-4-[(4- QF-A2:R =Cl
clorofenil)imino]-2-fenil-1,4-
dihidroquinolin-1-ilJacético
QF-B1: 2-[(4E)-2-fenil-4-(fenilimino)-1,4-
dihidroquinolin-1-ilJacetato de metila
QF-B1: R=H
QF-B2: 2-[(4E)-4-[(4-clorofenil)imino]-2- QF-B2: R = Cl

fenil-1,4-dihidroquinolin-1-ilJacetato de
metila
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Tabela 3: Estruturas Quimicas dos Derivados Difenilimino-Quinolinicos

(concluséao)

Nomenclatura IUPAC Estrutura Quimica

R
QF-C1: 2-[(4E)-2-fenil-4-(fenilimino)-1,4- /©/
N

dihidroquinolin-1-ilJacetato de etila

QF-C1: R = H
QF-C2: 2-[(4E)-4-[(4-clorofenil)imino]-2- QF-C2:R=Cl
fenil-1,4-dihidroquinolin-1-iljacetato de
etila
R
QF-D1: 1-[(4E)-2-fenil-4-(fenilimino)-1,4- /©/
dihidroquinolin-1-iljetan-1-ona N
o QF-D1: R = H
QF-D2: 1-[(4E)-4-[(4-clorofenil)imino]-2- QF-D2: R=Cl
fenil-1,4-dihidroquinolin-1-illetan-1-ona
QF-E1: (4E)-1-benzoil-N,2-difenil-1,4-
dihidroquinolin-4-imina
QF-E1: R = H
QF-E2: R=Cl

QF-E2: (4E)-1-benzoil-N-(4-clorofenil)-
2-fenil-1,4-dihidroquinolin-4-imina

Fonte: Autoria (2022).

5.2 Docking Molecular

Para analise do perfil farmacodindmico dos compostos, foi feito o docking
molecular com o DNA, a enzima Topoisomerase lla e o Receptor do Fator de
Crescimento Epidérmico (EGFR), alvos relevantes para a fisiopatologia de diversos
tipos de cancer. Como resultado, foram obtidos valores de energia livre de ligacéo
(AG) e constante inibitéria estimada (Ki), para a triagem das moléculas mais
promissoras em relacdo a afinidade e poténcia.

Para o encaixe de uma molécula em um determinado alvo, a variacdo da
energia livre do sistema determina o grau de afinidade do ligante por esse receptor,
levando em consideracao que valores negativos de AG estdo associados a processos

espontaneos e a reducdo da energia livre do sistema indica o grau de estabilidade do
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complexo ligante-macromolécula (DU et al., 2016). Além disso, a constante inibitoria
pode ser utilizada para comparar a poténcia de inibidores de um determinado alvo,
cujos valores séo inversamente proporcionais a intensidade das ligagdes do complexo
ligante-receptor e, consequentemente, a magnitude da poténcia do inibidor
(BURLINGHAM & WIDLANSKI, 2003).

5.2.1 Redocking

Ao retirar os ligantes co-cristalizados e realizar simulacbes de docking com
estes, foi possivel obter valores de RMSD de 1,04 A, 0,48 A e 0,54 A para os alvos de
DNA (ID: 1G3X), Topo lla A (ID: 5GWK A) e EGFR (ID: 4HJO), respectivamente. Com
isso, a metodologia foi validada, levando em consideracdo que todos os valores de
RMSD foram inferiores a 2,0 A (BELL & ZHANG, 2019).

Por meio do redocking, foram geradas, ainda, estruturas com disposi¢cdes
espaciais bastante semelhantes as estruturas cristalograficas obtidas do PDB. Foram
encontradas diferencas somente nas ligacfes o e em grupamentos adjacentes, visto
gue estas interacfes sao mais flexiveis que as ligacdes 1T e 0s sistemas aromaticos,
que s&o planos. E possivel realizar essa comparacao através da andlise da Figura 16,
na qual estdo dispostas as estruturas dos ligantes redocados (azul) e dos ligantes

cristalograficos (vermelho) de cada alvo validado.

Figura 16: Estruturas de Redocking para Acridina-9-Carboxaldeido (ID: 1G3X),
Etoposideo (ID: 5GWK A) e Erlotinibe (ID: 4HJO)

Acridina-9-Carboxaldeido
Etoposideo

Erlotinibe

Fonte: Autoria (2022).



40

5.2.2 Interacdo com DNA

Apés a validacado da metodologia, por meio do redocking, foi realizado estudo
de interagéo in silico com DNA para os derivados planejados, em compara¢ao com 0s
compostos controle AMTAC-01 e m-AMSA.

5.2.2.1 Intercalagao (PDB ID: 1G3X)

Inicialmente, foi feito o docking molecular no sitio de intercalacdo com o DNA
(PDB ID: 1G3X), cujos valores de energia livre de ligacéo e constante inibitoria estao
descritos na Tabela 4. Além disso, foram avaliados, também, a quantidade e os tipos
de interagOes realizadas durante a formagdo dos complexos ligante-receptor, bem
como as distancias entre os grupamentos e os nucleotideos do sitio de intercalacéo
com o DNA, para justificar as diferencas de afinidade e poténcia entre os derivados.

Estes dados estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 4: Resultados de docking de intercalacdo dos compostos com DNA (ID: 1G3X)

VR Série ACF Série QF
AG Ki AG Ki
Al -8,82 342,25 -9,15 195,74
A2 -9,41 126,98 -9,563 103,72
Bl -8,43 657,07 -9,29 156,31
B2 -8,72 407,53 -9,68 80,87
C1 -8,36 745,77 -9,29 155,77
C2 -8,54 545,21 -10,02 45,39
D1 -9,41 127,27 -9,20 179,23
D2 -8,95 276,18 -9,81 64,97
El -9,72 75,54 -10,50 20,23
E2 -9,79 66,74 -11,05 7,93
Moléculas AG Ki
AMTAC-01 -9,34 142,73
Amsacrina -10,28 29,21

Fonte: Autoria (2022). Legenda: AG = energia livre de ligacao (kcal/mol); Ki = constante inibitoria (nM).
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Tabela 5: Perfil de intercalacdo das moléculas com o DNA (ID: 1G3X)

Série ACF Série QF
Moléculas : : : : : :
Ligacdes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
3 1-1 4,16 — 5,48
Al 2 LH 2,09 - 2,89 P 390 o8
1 1-EL 2,99 '
3 TT-1T 3,61-5,72 14 Tr-11 3,48 — 5,60
A2 2LH 1,99 - 2,86 1LH 2,98
1 m-EL 2,95 11m-0 3,70
2 m-alquil 3,98 — 4,07 1CH 3,23
B1 911 3,54 -5,94 10 Tr-11 3,47 -5,19
2 CH 3,19-3,21 2 m-alquil 455 -5,29
17 -1 3,60 - 5,92 10 3,42 4,83
1LH 1,77
B2 1LH 1,64
2 r-alquil 4,58 — 5,04 3 CH 3,22-4,55
' ' 2 m-alquil 3,60—-4,31
B 3.50 - 5.65 11 mrem 3,56 — 6,00
. 1LH 2,09
Cl 1 m-alquil 5,48 .
1 CH 370 2 tr-alquil 4,70-5,11
' 111-0 3,89
15 342~ 587 10 -1 3,45 - 523
oz LLH 2,22 4 1r-alquil 4,35 -5,23
2 mr-alquil 4,49 — 5,02 9 : :
12 -1 3,42 - 4,78 10T 3,46 - 5,18
D1 1LH 291 1T 5,35
' 1LH 2,09
5 3,45 5,56 10 -1 3,45—5,20
1T 5,40
D2 1LH 2,20
1 CH 5 75 1LH 2,05
' 2 m-alquil 445-471
19 r-1r 3,62 -5,69
El 1 CH 3.02 10 mr-11 3,38 -5,36
13 r-1r 3,39-574 10 T 3,42 -482
1Tm-rT 5,51
1 1m-EL 2,93
E2 1LH 2,84
1CH 2,92 .
1 m-alquil 5 42 2 mr-alquil 4,69 -4,71
' 1CH 3,78
Moléculas Ligacdes Distancias (&)
5 1r-11 4,16 — 5,48
AMTAC-01 3LH 1,88-2,73
1CH 3,38
10 1r-11 3,66 — 5,54
2 LH 2,07 -2,20
m-AMSA 2 m-enxofre 511-5,27
11-0 3,45
3 tr-alquil 3,67 — 4,38

Fonte: Autoria (2022). Legenda: LH = Ligacédo de Hidrogénio; CH = Carbono-Hidrogénio; 1T-EL = 11-
Elétrons Livres.
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De acordo com os resultados das tabelas anteriores, observa-se que 0s
derivados difenilimino-quinolinicos (Série QF) exibiram maior afinidade e poténcia em
comparacao com seus derivados equivalentes fenilimino-acridinicos (Série ACF), com
excecao apenas do composto QF-D1. Logo, a dissociacdo de um dos anéis
aromaticos da acridina foi uma estratégia de modificagdo molecular interessante para
a intercalacdo com o DNA, provavelmente, devido ao aumento de ligacbes de
empilhamento 1T-11 e/ou encurtamento de suas distancias, intensificando a afinidade
com os nucleotideos. Isso porque o empilhamento -1 € um tipo de interagao dipolo-
dipolo entre anéis aromaticos bastante relevante para a estabilizacdo de complexos
envolvendo bases nitrogenadas de acidos nucleicos, como ocorre durante o0 processo
de intercalacdo com o DNA (BARRA & NETO, 2015; FOKOUE et al., 2020).

Os melhores resultados de afinidade, para ambas as séries, foram obtidos com
a porcao de cetona fenilica (E), uma vez que o anel aromatico adicional permitiu a
adocao de uma conformacao mais favoravel para a realizacéo de diversas interacdes
T-11, com distadncias menores e, portanto, mais intensas. Isso pode ser constatado a
partir da andlise dos perfis de interacdo dos derivados QF-E1 e QF-E2 (Figura 17),

gue apresentaram resultados bastante expressivos de AG e Ki.
Figura 17: Diagrama 3D de intercalacdo dos derivados QF-E1 e QF-E2 com o DNA

(PDB ID: 1G3X)
QF-E1 QF-E2

DAGOS

08 .\L“ DT607
‘ ‘ \ DTE19 ‘

Interagoes

P Ligagao de Hidrogénio [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
= Empilhamento Pi-Pi ] Pi-Alquil
1]

I Empilhamento Pi-Pi T Pi-Elétrons Livres

Fonte: Autoria (2022).
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Outro fator importante a ser mencionado € a contribuicdo lipofilica do
substituinte p-cloro para o aumento da afinidade durante a intercalacdo com o DNA,
tendo em vista que a maioria dos compostos clorados exibiram valores menores de
AG quando complexados com DNA, em compara¢cdo com 0s ndo substituidos, a
excecado somente do derivado ACF-D1.

Sua maior afinidade e poténcia pode estar relacionada a grande quantidade de
ligacbes de empilhamento 1T-11, com menores distancias, em comparagédo com seu
anélogo clorado, ACF-D2 (Apéndice D). Dessa forma, € possivel estabelecer uma
relacdo favoravel entre o aumento da lipofilia e a intercalacdo com o DNA, desde que
haja um perfil de empilhamento 1T-1T apropriado, considerando que tanto o substituinte
p-cloro como o anel aromatico adicional da cetona fenilica, que sdo grupamentos
lipofilicos, elevaram a afinidade da maioria dos compostos planejados.

Entretanto, é interessante pontuar que a adicdo de grupamentos alquilicos ao
residuo de acido acético, nos derivados com anéis fusionados (Série ACF) prejudicou
a afinidade com as bases nitrogenadas do DNA. Isso porque os compostos ACF-A
sdo capazes de realizar interacdes de hidrogénio com os nucleotideos e adotam uma
conformacao que permite a realizacao de interacfes T-elétrons livres com distancias
curtas, inferiores a 3,0 A, o que Ihes confere maior intensidade e, consequentemente,
promove maior estabilizacdo do complexo com o DNA. Os perfis de interacdes dos
compostos ACF-Al, ACF-A2, ACF-B1, ACF-B2, ACF-Cl1 e ACF-C2 estao
representados nos diagramas 3D dos Apéndices A, B e C.

Ja para a Série QF, que contém um dos anéis dissociados, a substituicdo do
residuo de acido acético por ésteres foi favoravel a intercalacdo com o DNA. Isso pode
ser justificado pela manutencdo de um perfil semelhante de interacfes e distancias
para o empilhamento 1T-1T com as bases nitrogenadas, bem como pelo surgimento de
interagcOes TT-alquil adicionais, tipo de dipolo-dipolo entre um grupo alquila polarizado
e os elétrons 1T de um anel aromatico, que, embora seja fraca, pode ser relevante para
a estabilidade de complexos formados com nucleotideos (FOKOUE et al., 2020). Os
perfis de interagbes dos derivados QF-Al, QF-A2, QF-B1, QF-B2, QF-C1 e QF-C2
podem ser visualizados nos diagramas 3D dos Apéndices F, G e H.

E importante ressaltar, também, que a simplificacéo do residuo de acetato de
metila por uma cetona metilica levou a um aumento de afinidade para a Série ACF,
devido a realizacdo de uma maior quantidade de interacbes de empilhamento -1

e/ou encurtamento de suas distancias. Para a série QF, por sua vez, essa modificacédo
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induziu um leve aumento nos valores de AG e Ki dos derivados ndo substituidos e
isso, possivelmente, esta relacionado a presenca de ligacdes m-alquil, que podem
auxiliar na estabilizacdo do complexo de intercalagdo com o DNA. Porém, a adicdo do
substituinte cloro, retirador de elétrons, possibilitou a ado¢cdo de uma conformacéo
mais estavel, devido a manutencao de ligagdes tr-alquil e empilhamento 1-11, bem
como a realizacdo de uma interagcao 1r-11 T.

Observa-se, ainda, que todos os derivados quinolinicos obtiveram promissores
resultados de AG e Ki, comparaveis ao AMTAC-01, e apenas 0s compostos QF-Al,
QF-B1, QF-C1 e QF-D1 apresentaram valores inferiores de afinidade e poténcia em
comparacao com o derivado espiro-acridinico. Isso, possivelmente, esta relacionado
a auséncia ou maior distancia de ligacdes de hidrogénio entre estes derivados e o sitio
de intercalacdo do DNA.

Contudo, devido a grande quantidade de interacdes de empilhamento Tr-1T, a
diferenca de AG e Ki, em relacao ao AMTAC-01, é irrelevante. O perfil de interacdes

do AMTAC-01 durante a intercalacdo com o DNA pode ser visualizado na Figura 18.

Figura 18: Diagrama 3D de intercalacdo do AMTAC-01 com o DNA (ID: 1G3X)
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Fonte: Autoria (2022).

J& para os derivados acridinicos, somente os compostos ACF-A2, ACF-D1,
ACF-E1 e ACF-E2 exibiram afinidade superior ao AMTAC-01 e isso pode estar
associado a formacao de ligacdes de hidrogénio com distancias curtas e interacdes

auxiliares do tipo 1r-alquil entre o primeiro derivado e os nucleotideos do DNA. Os
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outros compostos, por sua vez, apresentaram empilhamento -1 com uma grande
guantidade de ligacbes com distancias inferiores, tornando-as mais intensas, com
destaque para as moléculas contendo a cetona fenilica (série E).

Por fim, em relagcdo a m-AMSA, apenas os derivados QF-E1 e QF-E2 exibiram
menores valores de AG e Ki, evidenciando promissora capacidade de intercalacéo
com as bases nitrogenadas do DNA, comparavel a um farmaco utilizado clinicamente
na terapia antitumoral. A maior afinidade demonstrada pelos derivados quinolinicos
esta, principalmente, vinculada a realizagdo de diversas interacdes de empilhamento
-1 (Figura 17), essenciais para a intercalacao com os nucleotideos, cuja intensidade
é favorecida por suas pequenas extensoes.

Além disso, 0 composto mais promissor dentre todos, QF-E2, realizou, também,
ligacao de hidrogénio e interagdes 1r-alquil, que contribuem para uma maior afinidade
com o DNA. O perfil de ligacbes da m-AMSA esta representado no diagrama 3D

presente no Apéndice K.
5.2.2.2 Interag&do com os sulcos (PDB ID: 1BNA)

Foi realizado, também, estudo de interacdo com os sulcos do DNA, tendo o
AMTAC-01 e a m-AMSA como compostos controle. Os resultados de energia livre e
constante inibitéria estdo dispostos na Tabela 6, enquanto as interacdes e suas

distancias, entre os compostos e o DNA, podem ser observadas na Tabela 7.

Tabela 6: Resultados de docking dos compostos com os sulcos do DNA (ID: 1BNA)

(continua)
T Série ACF Série QF
AG Ki AG Ki
Al -9,03 240,39 -9,74 72,49
A2 -9,08 222,29 -10,12 38,26
B1 -8,61 489,11 -9,28 156,82
B2 -8,92 289,64 -9,81 64,92
Ci1 -8,17 1.030 -9,09 217,49
C2 -8,65 454,83 -9,67 81,24

D1 -9,45 118,57 -10,04 43,95
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Tabela 6: Resultados de docking dos compostos com os sulcos do DNA (ID: 1BNA)

(concluséo)

ol Série ACF Série QF
AG Ki AG Ki

D2 -9,32 148,57 -10,60 17,06
El -9,90 55,41 -9,26 162,15
E2 -10,17 35,2 -9,84 61,35

Moléculas

AMTAC-01

m-AMSA -10,88

Fonte: Autoria (2022). Legenda: AG = energia livre de ligacdo (kcal/mol); Ki = constante inibitoria (nM).

Tabela 7: Interacdes das moléculas com os sulcos do DNA (ID: 1BNA)

(continua)
Série ACF Série QF
Moléculas
Ligacdes Distancias (A) Ligacdes Distancias (&)
2LH 1,69 - 2,04
Al 1 1-anion 4,43 2LH 1,69-2,04
1CH 3,43 1 t-anion 3,54
1 N-N 541
1LH 1,85
A2 1m-o 3,37 3LH 1,61-2,85
1CH 3,14 1 t-anion 4,63
1A-A 2,86
1LH 2,32
1m-0 3,14 '
Bl ' 1CH 3,21
2CH 3,09 — 3,59 > 110 3.19 - 3.80
1LH 2,96
2 TT-anion 4,46 — 4,58 1LH 3,24
B2 1T 5,57 11-0 3,20
2 CH 3,59 -3,70 2 CH 3,33
1m-D 2,27
1 1-anion 4,85
c1 1T 5,52 igg g’gg
11m-0 3,41 '
1 tr-anion 4,84 211G 3.44—3.95
C2 1T 5,32 1CH 364
2 -0 3,49 — 3,92 '
2 TT-anion 4,33 - 4,46 1LH 3.25
D1 1T 2:57 1 Tr-anion 3,27
1o 3,36 110 3,56
1CH 2,75 '
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Tabela 7: Interacdes das moléculas com os sulcos do DNA (ID: 1BNA)

(concluséo)

Série ACF Série QF
Moléculas : : : : : :
Ligacdes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
1LH 3,29
11T 5,95 . '
D2 2 r-alquil 4,98 — 5,23 1 mr-anion 3.27
1 CH 2,94 Lmo 3,55
' 1CH 3,59
L >,60 1LH 2,82
1w T 5,64
El 11-0 3,01
1o 3,32 1 CH 2,87
1CH 2,90 '
1 1r-anion 4,80 1LH 269
11T 5,47
E2 11-0 3,10
11T-0 3,41 1 CH 311
1CH 3,29 '
Moléculas Ligacdes Distancias (A)
1 -Anion 3,80
AMTAC-01 11-0 3,81
1CH 3,78
1 m-Enxofre 5,58
3 LH 2,01 -2,94
m-AMSA 21m-T 5,72 -5,85
3CH 2,80 -3,77
111-0 3,60

Fonte: Autoria (2022). Legenda: LH = Ligacdo de Hidrogénio; CH = Carbono-Hidrogénio; N-N =

Negativa-Negativa; A-A = Aceptor-Aceptor; T-D = m-Doador de Ligacdo de Hidrogénio.

Analisando as tabelas anteriores, observa-se que a maioria das moléculas
planejadas foram capazes de interagir com os sulcos do DNA, com destaque para a
série QF, que demonstrou resultados mais promissores de afinidade, em comparacéo
com seus equivalentes da série ACF, a excecédo dos derivados QF-E1 e QF-E2.

Logo, a flexibilizacdo de um dos anéis arométicos, associada a adi¢cdo da
cetona fenilica, dos derivados QF-E1 e QF-E2, foi uma estratégia desfavoravel para a
interagdo com os sulcos, pois impossibilitou a realizagdo de interagcbes relevantes,
como empilhamento 1-11 e ligacdo 1r-anion (Figura 19), com destaque para esta

ultima, devido ao seu carater eletrostatico.
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Figura 19: Perfil de Interacdes dos Derivados ACF-E1, ACF-E2, QF-E1 e QF-E2 com
0s Sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)
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Fonte: Autoria (2022).

Entretanto, os demais derivados difenilimino-quinolinicos foram capazes de
interagir com os sulcos do DNA com valores inferiores de energia livre e constante
inibitéria, em relagdo aos derivados fenilimino-acridinicos. Sua maior afinidade pode
ser justificada pela reducado das distancias de algumas interagcdes relevantes para a
estabilizacdo do complexo ligante-alvo, como ligagdes de hidrogénio e 1r-anion, bem
como pela auséncia de interacdes desfavoraveis aceptor-aceptor e negativa-negativa.
Outro componente favoravel € o encurtamento de ligagbes 1-0, que envolvem
ligacdes 1 aromaticas e grupos alquila, sendo consideradas interacdes alquila-arila,
importantes para estabilizar complexos com nucleotideos (FOKOUE et al., 2020).

Houve reducdo, também, das extensbes de ligacbes carbono-hidrogénio,
formadas por meio de forcas atrativas de dispersdo entre dipolos induzidos de
grupamentos apolares. Geralmente, essas interacdes sdo consideradas fracas,
porém, podem ser relevantes ao reconhecimento molecular, pois podem promover
significativas contribuic6es energéticas para a estabilizacdo do complexo ligante-alvo,
aumentando sua afinidade (BARREIRO & FRAGA, 2015).
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O composto D2, por sua vez, demonstrou os melhores resultados de AG e Ki,
em relacdo a todos os outros derivados planejados. Para justificar sua maior afinidade,
pode-se observar, na Figura 20, a formagédo ndo s6 de uma ligacdo de hidrogénio,
mas também de uma interagao eletrostatica do tipo 1-anion com extensao bastante
reduzida (3,27 A) em comparacdo com os outros compostos. Além disso, foram
identificadas, também, intera¢des auxiliares do tipo -0 e carbono-hidrogénio, que,

como mencionado anteriormente, podem contribuir para a afinidade com o DNA.

Figura 20: Interagbes de QF-D2 com os Sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)
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Fonte: Autoria (2022).

E relevante destacar, ainda, que, de maneira analoga ao estudo de intercalacgéo
com o DNA, o substituinte p-cloro promoveu um aumento na afinidade com os sulcos,
considerando que os derivados clorados apresentaram menores valores de energia
livre e constante inibitoria, em relacdo aos nao substituidos, com excecdo apenas do
composto ACF-D1.

Outra caracteristica observada no perfil de ligacao dos compostos foi a reducao
de afinidade e poténcia com a substituicdo do residuo de &cido acético, de ambas as
séries ACF e QF, por ésteres metilico e etilico. A maior flexibilidade da porcéo
alquilica, possivelmente, impediu a ado¢do de uma conformacéo apropriada para o
posicionamento de grupos funcionais importantes a realizacdo de interagcbes mais
fortes, como ligagdes de hidrogénio e tr-anion.

Ao observar, por exemplo, o perfil de interagbes dos derivados QF-Al, QF-B1
e QF-C1 (Figura 21), é possivel identificar a reducdo da quantidade de ligacbes de

hidrogénio e de suas distancias, bem como a perda de uma interacdo Tr-anion
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intramolecular, apos a adicdo de uma metila. Essa mudanca drastica esta relacionada
a perda da carga negativa do anion carboxilato, considerando que acidos carboxilicos,
em pH fisioldgico (7,4), estdo na forma ionizada. Subsequentemente, houve a perda
total de ligacBes de hidrogénio, apds a expansdo da metila para etila, em QF-C1.

Figura 21: Perfil de Interacdes dos Derivados QF-Al, QF-B1 e QF-C1 com os Sulcos
do DNA (PDB ID: 1BNA)
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Fonte: Autoria (2022).

E fundamental ressaltar, também, que a estratégia de simplificacéo do residuo
de acetato de metila em cetona metilica foi promissora, tendo em vista que reduziu os
valores de AG e Ki em ambas as séries. Para justificar isso, é possivel observar que
0os compostos do grupo D exibiram uma conformacdo favoravel a realizacdo de
interacOes eletrostaticas do tipo 1-anion, que intensificam a afinidade e a poténcia das
moléculas. Porém, o derivado ACF-D2 foi uma excecao, pois sua maior afinidade em
relacdo ao ACF-D1 nao esta relacionada a ligacdes eletrostaticas, mas sim a
realizacdo de interacdes carbono-hidrogénio com menor distancia, as quais sao
capazes de estabilizar o complexo com DNA. Os padrbes de interagcOes desses
compostos podem ser visualizados nos Apéndices R, T, M e O.

No entanto, nenhum derivado apresentou menor valor de AG e Ki em
comparacao com a m-AMSA, tendo em vista que esse farmaco demonstrou uma maior
complementariedade com os sulcos do DNA. Isso pode ser observado no Apéndice

V, na qual é possivel identificar uma diversidade de interacdes, como ligacdes de
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hidrogénio, tr-enxofre, 11-0 e de van der Waals, bem como distancias reduzidas, o que
Ilhes confere maior intensidade.

Isso também pode ser explicado pela maior capacidade de interacdes
eletrostaticas que os sulcos podem realizar, em relacéo as interagdes hidrofébicos,
considerando que a m-AMSA tem maior possibilidade de realizar ligacdes
eletrostaticas, devido ao grupamento metilssulfonamida, favorecendo sua afinidade
com os sulcos do DNA.

Entretanto, todos os derivados planejados exibiram afinidade e poténcia
superiores ao AMTAC-01, prototipo utilizado como referéncia para seu planejamento.
Assim, é possivel inferir que a presenca do anel espiro promove restricado
conformacional a molécula e, com isso, dificulta possiveis interagcdes com os sulcos,

considerando a auséncia de ligagcdes com esta regido do derivado (Figura 22).

Figura 22: Interacdes do AMTAC-01 com os Sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)
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Fonte: Autoria (2022).

Logo, foi favoravel o planejamento dos novos compostos, via simplificagéo do
anel espiro, uma vez que a flexibilizagdo conformacional permitiu a ado¢cdo de uma
estrutura apropriada ao enrolamento do DNA, essencial para a interagdo com 0s
sulcos (ALMEIDA et al., 2017).

Por fim, cabe ressaltar, também, que todos os derivados analisados nesse
estudo, incluindo os compostos controle (AMTAC-01 e m-AMSA), interagiram com o
sulco menor (Figura 23), considerado como o principal local de ligagdo ndo covalente
com o DNA.
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Além disso, a maioria dos derivados, com destague aos mais promissores em
afinidade e poténcia (QF-D2 e ACF-E2), foram capazes de desenvolver os principais
tipos de interagdes com o sulco menor do DNA, que incluem interacdes eletrostéticas,
hidrofébicas, de hidrogénio e de van der Waals (NIMAL et al., 2022).

Figura 23: Interacdo dos Compostos com o0s Sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)
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]
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DC13
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Fonte: Autoria (2022). Legenda: Grupo A1 e AMTAC-01 (ciano), m-AMSA e Grupo A2 (azul-escuro),
Grupo B1 (lilas), Grupo B2 (roxo), Grupo C1 (vinho), Grupo C2 (verde-claro), Grupo D1 (amarelo),
Grupo D2 (laranja), Grupo E1 (vermelho) e Grupo E2 (verde-escuro).

Portanto, é possivel inferir que a estratégia de simplificacdo do anel espiro
associada a adicdo de &cidos, ésteres, e cetonas foi relevante, pois demonstrou
resultados promissores de afinidade com os nucleotideos do DNA e um perfil
apropriado de empilhamento 1-1r.

Destaca-se, ainda, a estratégia de dissociagdo de um dos anéis aromaticos da
acridina, uma vez que os derivados difenilimino-quinolinicos foram mais promissores
nos estudos de interacdo com DNA em ambiente virtual, tanto por meio de

intercalacéo com os pares de bases nitrogenadas como por interagédo com sulcos.
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Foi avaliada, ainda, a afinidade dos compostos com a Topo lla (ID: 5GWK A),

através de resultados de AG e Ki (Tabela 8), bem como das interagcbes com a enzima
(Tabela 9), tendo AMTAC-01, m-AMSA e Etoposideo (EVP) como compostos controle.

Tabela 8: Resultados de docking dos compostos com a Topo lla (ID: 5GWK A)

ol Série ACF Série QF
AG Ki AG Ki
Al -10,30 28,26 -10,65 15,56
A2 -10,71 13,99 -10,93 9,75
Bl -8,70 422,75 -9,70 78,01
B2 -9,24 169,79 -10,13 37,41
C1 -8,97 268,24 -9,90 55,12
C2 -9,49 110,38 -10,38 24,83
D1 -9,04 238,13 -8,90 301,37
D2 -9,80 66,02 -9,26 162,51
El -10,32 27,16 -9,78 68,0
E2 -10,83 11,51 -10,27 29,67
Moléculas AG Ki
AMTAC-01 -9,20 180,57
m-AMSA -10,01 46,31
EVP -11,69 2,70

Fonte: Autoria (2022). Legenda: AG = energia livre de ligacao (kcal/mol); Ki = constante inibitéria (nM).

Tabela 9: Interacdes das moléculas com a Topo lla (ID: 5GWK A)

(continua)
: Série ACF Série QF
Moléculas : : : : : :
LigacdOes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
2 LH 1,68 — 2,48 1LH 2,62
1PS 1,70
1CA 3,28 :
. 2 tr-alquil 5,00 - 5,27
1 m-alquil 4,54 :
Al 1 Amida-tr 4,62
1CH 3,31 A
1 1r-anion 3,32
1T 5,07
9 117 418 — 5.49 4 -1 3,72 -5,97
' ' 1CH 3,57
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Tabela 9: Interacdes das moléculas com a Topo lla (ID: 5GWK A)

(continua)
Série ACF Série QF
Moléculas : : : : : :
Ligacdes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
3LH 1,98 - 3,03
1CA 4,29 1LH 2,06
2 Amida-1r 4,90 — 4,96 1 CA 3,66
2 Tr-alquil 4,53 - 4,82 3 tr-alquil 4,97 - 5,38
A2 1CH 3,30 2 Amida-1r 4,35 -4,82
1 L-Hal 3,11 S5 3,92 -5,13
111 4,27 2m-mT 5,63 -5,70
41T 5,38 -5,93 1CH 3,36
1m0 3,46
2LH 2,21 - 3,36
2 CH 3,29 - 3,76 1LH 2,12
1 alquil 4,64
7 1T-17 4,26 — 5,66 .
3 m-alquil 4,13 -5,45
Bl 1T 4,92
11 1T-11 4,13 -5,82
1mo 3,88 1LH 3,06
2 mr-alquil 4,03 -4,82 11-0 3181
1 alquil 4,02 '
1LH 2,38
2 CH 3,06 — 3,22
1 Amida-r 4,76 2LH 2,11 -3,04
B2 11-0 3,76 11 -1 411-5,77
2 mr-alquil 4,88 - 5,35 2 m-alquil 4,05 - 4,49
1 alquil 4,73 11-0 3,85
2 - 4,19 - 5,64
1Tm-rT 5,27
1LH 2,11
1 alquil 4,39 1LH 2,12
c1 1CH 3,30 1 alquil 4,28
7 1T-11 4,19-591 11 -1 415-594
1T 5,02 4 -alquil 3,93-5,46
4 Tr-alquil 3,82 -4,73
1LH 2,61
1 Amida-Tr 4,61 2 LH 2,06 — 3,09
2 Tr-alquil 4,06 - 4,85 )
) 1 Amida-1r 4,20
C2 1 alquil 4,41
11 -1 411-571
2 CH 297-300  3qalqui 3,84-448
2 1110 4,33 - 5,67 g ! !
1T 5,19
1 Amida-1r 4,71
1 mr-alquil 5,37 1m-D 3,19
D1 11-1m 4,85 1 m-alquil 4,68
11T 4,90 1 1r-enxofre 5,98
1 1r-anion 4,36 2 -1 3,71-3,94
111-0 3,76
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Tabela 9: Interacdes das moléculas com a Topo lla (ID: 5GWK A)

(concluséo)

Série ACF Série QF
Moléculas
Ligacdes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
1 1r-cétion 4,94
2LH 1,98-2,24 1m-D 3,07
1 1r-cation 4,55 4 Tr-alquil 4,59 - 5,30
D2 2 Tr-alquil 4,20 — 4,67 2 Amida-tr 4,31 -5,25
3 Amida-Tr 3,80-4,18 1CH 2,79
2T 4,68 -5,71 4 11-11 3,91-5,82
21T 5,61-5,79
1LH 2,58
1 1m-D 2,78 2 TT-anion 3,55-3,96
E1 4 1r-11 4,02 -5,16 2 -7 4,24 — 5,36
51T 4,43 -5,80 3 tr-alquil 4,71 -5,32
5 1r-alquil 4,47 - 5,29 11m-0 3,86
1 CH 3,39
1 m-enxofre 4,58
1 1m-D 2,81 1 Amida-Tr 4,07
E2 51-1 3,93-5,09 511 3,58-4,91
41-T 4,33 -5,81 1T 5,03
3 1r-alquil 454 -5,22 11-D 2,75
2 m-alquil 4,45 -5,09
Moléculas Ligacdes Distancias (A)
3LH 2,13 -3,00
1 T-enxofre 4,81
AMTAC-01 4 Tr-alquil 4,38 — 4,96
5w T 5,38 -5,74
1 1m-D 2,38
4 LH 1,94 -2,75
1CH 3,45
2 TT-anion 4,46 - 4,77
m-AMSA 3 1r-alquil 4,27 - 5,20
210 3,73-3,86
2 1r-enxofre 4,02 - 4,06
31 4,73 -5,42
5LH 1,86 — 2,90
1 1r-cétion 4,65
1 Amida- 1T 4,55
EVP 4 17-171 3,98 — 4,86
4 CH 3,13-3,79
5 mr-alquil 4,65 -5,33
1 alquil 5,02

Fonte: Autoria (2022). Legenda: LH = Ligacéo de Hidrogénio; CH = Carbono-Hidrogénio; PS = Ponte

Salina; CA = Carga Atrativa ou Ligacgéo l6nica; L-Hal = Ligacdo de Halogénio; 1r-D = m-Doador.
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Esses resultados mostram que, dentre os derivados contendo as porc¢des de
acido acético e acetatos de metila e etila, identifica-se que o scaffold de quinolina foi
mais promissor em comparac¢do com a acridina, enquanto o contrario foi observado
para 0s compostos com o0s grupamentos de cetona metilica e fenilica.

Para justificar isso, € possivel inferir que o aumento de interacdes de
empilhamento -1 entre os compostos e as bases nitrogenadas do DNA foi
responsavel pela maior afinidade, mostrando que a simplificagdo do residuo de
acetato por uma cetona induziu uma conformacdo favoravel a intercalacdo dos
derivados acridinicos, porém, foi prejudicial para os derivados quinolinicos.

Igualmente, o derivado mais promissor, QF-A2, exibiu um perfil de
empilhamento -1 com maior numero de ligagbes, em comparagdo com seu analogo
ACF-A2. Dessa forma, embora este tenha apresentado maior quantidade de
interacOes de hidrogénio e uma ligacédo de halogénio com um grupo fosfato do DNA,
o empilhamento entre os anéis aromaticos e 0s nucleotideos demonstrou ser mais
expressivo para a contribuicdo energética e estabilizacdo do complexo DNA-Topo lla.

Tal hip6tese pode ser confirmada, ainda, pela grande quantidade de interacfes
de empilhamento 11-11 realizadas entre o DNA e o derivado ACF-E2, que demonstrou
a segunda maior afinidade dentre os compostos, inferior apenas ao QF-A2,
possivelmente, devido a formacdo de uma interacao eletrostatica de curta distancia

entre este e a Arg487 do sitio ativo da topoisomerase (Figura 24).

Figura 24: Perfil de Interacdes dos Derivados ACF-E2 e QF-A2 com a Topo lla
complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).
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E importante destacar, também, que o substituinte p-cloro foi capaz de elevar
a afinidade dos compostos planejados com o complexo DNA-Topo lla, provavelmente,
devido ao surgimento e/ou aumento da realizag&o de interacdes dipolo-dipolo do tipo
amida-1T entre os derivados clorados e o alvo. Estas sao estabelecidas entre ligacdes
peptidicas de aminoacidos e um sistema de elétrons 1 polarizado, devido a presenca
de um heteroatomo, e podem ser relevantes para a afinidade e a poténcia de
inibidores em relacao ao seu alvo (FOKOUE et al., 2020). Para ilustrar isso, pode-se
observar as diferentes conformacdes do ACF-Al e do ACF-A2, sendo esta Ultima

favoravel a realizacéo de ligacdo amida-1 (Figura 25).

Figura 25: Perfil de Interagbes dos Derivados ACF-Al e ACF-A2 com a Topo lla
complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).

Entretanto, as séries ACF-E e QF-B foram excec¢des para esta regra, visto que
nao exibiram ligacdes amida-1r. Assim, para justificar a maior afinidade dos compostos
clorados de ambas as séries, foi observada a redugdo das distancias para o0s
empilhamentos -1 e -1 T entre o ACF-E2 e o alvo, em comparacdo com seu

analogo nao substituido ACF-E1. Ja QF-B2 exibiu maior quantidade de interacbes de
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hidrogénio, com distancias mais curtas, além de melhor perfil de empilhamento -1 e
maior numero de ligacfes auxiliares do tipo 1r-alquil.

Outro fator importante para ser mencionado € a influéncia da substituicdo do
residuo de &cido acético por ésteres de metila e etila. Comparando os derivados dos
grupos A e B, observa-se que houve reducéo de afinidade apds a adicdo da metila,
para ambas as séries, possivelmente, devido a perda de liga¢cdes ibnicas entre 0 acido
carboxilico carregado negativamente e o aminoacido Arg487 com carga positiva, do

sitio ativo da enzima (Figura 26).

Figura 26: Perfil de Interacdes dos Derivados QF-A1 e QF-B1 com a Topo lla
complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).

Além disso, para a série ACF, houve, também, reducéo no numero de ligacbes
de hidrogénio e/ou encurtamento de suas distancias, prejudicando sua intensidade.
Na série QF, por sua vez, o residuo de acido acético permitiu, ainda, a ado¢édo de uma
conformacdo favoravel a realizacdo de ligacbes amida-m, relevantes para a
estabilizacdo do complexo com DNA e Topo lla.

Ja a expansao do residuo de éster, por meio da troca da metila por uma etila,

foi favoravel a interacdo com a enzima, para ambas as séries ACF e QF, embora sua
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afinidade seja, ainda, inferior aos derivados contendo o acido acético. Para justificar
isso, é possivel inferir que a maior estabilizacdo do complexo DNA-Topo lla observada
com os derivados do grupo C pode estar relacionada a manutencdo de um perfil
semelhante de ligagdes de hidrogénio e empilhamento 1r-11, associada a um aumento
na quantidade de interagdes auxiliares do tipo 1r-alquil, com encurtamento de suas
extensdes. E possivel visualizar esse padrdo ao comparar, por exemplo, as interaces
dos compostos ACF-B1 e ACF-C1 (Figura 27).

Figura 27: Perfil de Interacbes dos Derivados ACF-B1 e ACF-C1 com a Topo lla
complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).

E valido pontuar, também, que os compostos planejados apresentaram
afinidade superior ao prototipo AMTAC-01, exceto apenas ACF-B1, ACF-C1, ACF-D1
e QF-DL1. Isso porgue, em comparagdo com os dois primeiros compostos, o derivado
espiro-acridinico foi capaz de realizar mais interacfes de hidrogénio, com distancias
similares, mantendo um perfil de empilhamento -1 e ligagbes m-alquil semelhante,
além de promover uma interagdo t-doador de ligacao de hidrogénio (Figura 28). Esta
é formada entre o hidrogénio doador e um sistema de elétrons 11, que atua como
aceptor, sendo bastante abundante em diversos sistemas biolégicos e quimicos, como
a formacéo de complexos ligante-biorreceptor (NEKOEI & VATANPARAST, 2019).
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Figura 28: Perfil de Interacbes do Derivado AMTAC-01 com a Topo lla complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).

Ao comparar os padrdes de interagédo de ACF-D1 e QF-D1, representados na
Figura 29, é possivel identificar que, embora tenham um perfil de empilhamento -1
e ligacGes t-alquil semelhante entre si, o derivado acridinico possui uma ligacéao
eletrostatica do tipo 1T-anion com um grupo fosfato, o que justifica sua maior afinidade

com o complexo DNA-Topo lla em comparagdo com o derivado quinolinico.
Figura 29: Perfil de Interacbes dos Derivados ACF-D1 e QF-D1 com a Topo lla

complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).
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Porém, ambos foram incapazes de realizar ligac6es de hidrogénio com o sitio
ativo da enzima, bem como exibiram menor quantidade de interacfes do tipo
empilhamento 1-m e Tm-alquil, cujas extensbes foram, também, maiores, em
comparacao com o AMTAC-01, o que justifica a maior afinidade deste com o alvo.

Dessa forma, pode-se deduzir que a estratégia de simplificacdo do anel espiro,
associada a adicao a porcdes de acidos, ésteres e cetonas, foi favoravel a interacao
com a Topo lla, uma vez que apenas quatro dentre os vinte compostos planejados
exibiram menor afinidade com esta enzima, em relacgdo ao AMTAC-01. Deve-se
destacar, ainda, a série QF, levando em consideracdo a elevada afinidade
demonstrada pela maioria dos derivados difenilimino-quinolinicos, em comparacéao
com os derivados fenilimino-acridinicos, sendo apenas QF-D1 inferior ao AMTAC-01.

Outro aspecto fundamental a ser discutido consiste na maior afinidade dos
derivados acridinicos associados aos residuos de acido e cetona fenilica, em relacéo
a m-AMSA. Quanto aos primeiros, a por¢ao ionizada do acido foi fundamental para
realizar interacdes idnicas, envolvendo duas espécies carregadas, o que torna esses
compostos mais estaveis frente a Topo lla. Isso porque, embora a m-AMSA seja
capaz de realizar ligacdes elestrostaticas, estas ocorrem entre anéis aromaticos

polarizados e um grupo fosfato, envolvendo apenas uma espécie ionizada (Figura 30).

Figura 30: Interacdes da m-AMSA com o complexo Topo lla-DNA (PDB ID: 5GWK A)
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Além disso, ACF-Al e ACF-A2 demonstraram interacfes de hidrogénios com
menores distancias, embora em menor quantidade, bem como um perfil de
empilhamento -1 com maior nimero de ligacdes e menores distancias. Ademais, o
derivado clorado apresentou, ainda, interagbes complementares do tipo amida-1r e
ligacdo de halogénio (Figura 25), contribuindo para sua maior estabilidade frente a
enzima complexada com DNA.

Jé& a maior afinidade dos compostos acridinicos contendo a cetona fenilica pode
estar associada a maior quantidade de ligagbes envolvidas no empilhamento -,
bem como suas dimensdes mais curtas.

A série quinolinica, por sua vez, foi mais promissora em relagdo a m-AMSA,
considerando que cinco dos dez derivados planejados demonstraram maior afinidade
com o complexo Topo lla-DNA, sendo estes QF-Al, QF-A2, QF-B2, QF-C2 e QF-E2.

Todos exibiram maior quantidade de interacfes de empilhamento TT-1T com 0s
nucleotideos do complexo DNA-Topo lla, cuja estabilidade foi auxiliada, também, pela
formacéo de ligagdes complementares do tipo amida-1r, com distancias curtas.

Além disso, de maneira similar a seus analogos acridinicos, os compostos
quinolinicos mais promissores, QF-Al e QF-A2, promoveram interacdes idnicas,
estabelecidas entre dois grupamentos carregados. o que Ihes confere um carater
eletrostatico mais significativo em comparacéo com as ligacdes mm-anion da m-AMSA,
que possuem um carater misto, envolvendo um dipolo e uma espécie carregada.

No entanto, todos os derivados planejados demonstraram resultados de
afinidade e poténcia inferiores ao EVP, inibidor potente da Topo lla, co-cristalizado
com o alvo. Sua maior estabilidade com o complexo enzima-DNA pode estar
relacionada a melhor complementariedade da molécula, que foi capaz de desenvolver
um maior niumero de intera¢cdes relevantes com a Topo lla (Figura 31), como ligacbes
de hidrogénio, empilhamento 1r-11, amida-1r, -alquil, carbono-hidrogénio, bem como

forcas eletrostaticas do tipo r-cation.
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Figura 31: Perfil de Interacdes do Etoposideo com a Topo lla complexada com o DNA
(PDB ID: 5GWK A)
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Fonte: Autoria (2022).

Por fim, é interessante ressaltar que todos os derivados planejados interagiram
com o aminoacido Arg487, por meio de ligacdes hidrofébicas ou de hidrogénio,
engquanto alguns demonstraram, também, interacdo com Asp463 e 0s nucleotideos
Timina-9, Adenina-12 e Guanina-13 (Tabela 10).

Os residuos mencionados foram considerados relevantes para a inibicdo do
sitio catalitico da Topo Ila complexada com DNA (PDB ID: 5GWK), em um estudo que
avaliou diversas pesquisas, dentro dos ultimos cinco anos, envolvendo compostos

com atividade in vitro e in silico de inibicao seletiva de Topo Il (GOMES et al., 2022).

Tabela 10: Residuos da Topo lla (PDB ID: 5GWK A) que interagem com 0S compostos

(continua)
Moléculas Série ACF Série QF
Al Arg487, Met762, C8, T9, G13 Arg487, C8, T9, A12, G13
A2 Argast, A5p4§i’éC8’ T, G10, Arg487, C8, T9, A12, G13

Arg487, Met762, C8, T9, Al12,

Bl Arg487, Met762, C8, T9, G13 G13
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Tabela 10: Residuos da Topo lla (PDB ID: 5GWK A) que interagem com 0s compostos

(concluséo)

Moléculas Série ACF Série QF
B2 Ar9487’%fpéig: g/li;?ez, C8, Arg487, C8, T9, A12, G13
c1 Arga87, Met762, C8, T9, G13 19487, Met?gfécg’ 9, Al2,
Cc2 Ar9487’%fpéig: g/li;?ez, C8, Arg487, C8, T9, A12, G13
D1 Arg487, C8, T9 Arg487, Met762, G13
D2 Arg487, Glu461, C8, T9 Arg487, Gly462, C8, T9, G13
oo QA s
A12, G13 o
— Arga87, Met762, G7, C8, 79, Arg487, Met762, Met766, C8,
A12, G13 T9, A12, G13
Moléculas Residuos
AMTAC-01 Ser763, Met766, Met762, Met765, Pro803, G7, C8, T9, Al12
m-AMSA Arg487, Met762, Gly760, C8, T9, A12, G13
EVP Arg487, Asp463, Gly462, Met766, C8, T9, G10, A12, G13

Fonte: Autoria (2022). Legenda: A = Adenina, T = Timina, C = Citosina, G = Guanina.

Além disso, Gomes e colaboradores (2022), comparando diversos compostos
inibidores de topoisomerase, concluiram que a seletividade para o tipo Il pode estar
associada a moléculas de tamanho médio ou grande, bem como a presenca de grupos
aceptores/doadores de elétrons, como carbonilas e, sobretudo, nitrogénios terciarios.
Foi observada, também, a existéncia de anéis heteroaromaticos, com maior
flexibilidade, bem como halogénios, como cloro, bromo e fluor.

Portanto, € possivel deduzir que as estratégias de simplificacdo do anel espiro
e adicdo de porgdo alquilicas, mantendo o grupo imina e acrescentando diversos
grupamentos contendo carbonila, foram favoraveis para a afinidade com a enzima.
Ademais, a flexibilizacdo de um dos anéis aromaticos da acridina, bem como a
substituicdo do hidrogénio por p-cloro, conforme a arvore de decisédo de Topliss, foram
modificacdes moleculares fundamentais, levando em consideragcdo a estrutura do

derivado planejado mais promissor, QF-A2.
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5.2.4 Interacdo com EGFR (PDB ID: 4HJO)

Por fim, foi realizado docking molecular com o receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR — ID: 4HJO), por meio da andlise dos valores de AG e Ki obtidos,
além dos perfis de interacdo com o alvo, em relacdo ao protétipo AMTAC-01 e o
composto controle, Erlotinibe, um farmaco aprovado pela FDA, desde 2004, para o

tratamento de cancer de pulmao de células ndo pequenas (ABOUREHAB et al., 2021).

Tabela 11: Resultados de docking dos compostos com o0 EGFR (ID: 4HJO)

[V — Série ACF Série QF
AG Ki AG Ki
Al -10,48 20,97 -9,82 63,80
A2 -10,88 10,56 -10,20 33,56
Bl -7,88 1.680,0 -8,28 851,21
B2 -8,59 506,27 -8,62 483,36
C1 -8,36 748,82 -8,55 543,54
C2 -8,69 425,40 -8,68 430,73
D1 -8,87 317,49 -8,57 523,52
D2 -8,62 480,80 -9,05 234,20
El -8,88 309,09 -9,24 169,75
E2 -9,22 174,67 -9,562 105,19
Moléculas AG Ki
AMTAC-01 -7,82 1.850,0
Erlotinibe -7,85 1.760,0

Fonte: Autoria (2022). Legenda: AG = energia livre de ligacdo (kcal/mol); Ki = constante inibitéria (nM).

Tabela 12: Interacdes das moléculas com o EGFR (ID: 4HJO)

(continua)
Série ACF Série QF
Moléculas : : : : : :
Ligacdes Distancias (A) Ligacdes Distancias (A)
2 CA 3,09-4,74 1LH 2,35
Al 2LH 1,72 -2,06 1 tr-enxofre 5,75
2 -0 3,63 -3,72 3 -0 3,21-3,94

4 Tr-alquil 4,78 — 5,25 8 tr-alquil 3,46 — 5,35
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Tabela 12: Intera¢des das moléculas com o EGFR (ID: 4HJO)

(continua)
Série ACF Série QF
Moléculas
Ligacdes Distancias (&) Ligacdes Distancias (&)
1LH 2,74
2 CA 3,08 -4,72 2 CH 2,88 — 2,96
2LH 1,70-2,01 1 -enxofre 573
A2 2 -0 3,49 — 3,66 1 1T-anion 3,61
6 t-alquil 4,71 -5,45 4 11-0 3,17 -3,94
1 alquil 3,89 6 tr-alquil 3,50 -5,23
2 alquil 3,62-4,71
1LH 2,40 1LH 2,63
2T1m-0 3,24 — 3,68
Bl 5m-0 3,69 - 3,94 .
gmalquil  360-54g alqul o 3.47-528
' ' 2 alquil 4,34 — 4,69
1LH 1,98
1 -enxofre 5,77 1LH 3,24
B2 1CH 3,16 31-0 3,64 — 3,89
310 3,01 -3,89 4 Tr-alquil 3,43-5,12
9 Tr-alquil 3,67 -5,47 2 alquil 3,92 -450
4 alquil 3,97 -5,48
1LH 2,07 1LH 2,67
c1 4 11-0 2,99 - 3,83 2T1-0 3,17 - 3,65
8 m-alquil 3,68 -5,44 8 mr-alquil 3,50-5,30
2 alquil 4,61 -5,24 2 alquil 4,57 — 4,64
1LH 2,15
1LH 2,08 1 L-Hal 2,97
Co 3 -0 3,00 - 3,83 1CH 2,93
10 Tr-alquil 3,68 -5,35 4 11-0 3,73-3,98
4 alquil 4,09 - 4,75 8 tr-alquil 4,24 — 5,50
3 alquil 3,99 -4,52
1LH 3,39 1 1T-Ccation 4,85
D1 51-0 3,59 - 3,87 21-0 3,69 — 3,99
6 1T-alquil 3,40 - 5,47 6 1T-alquil 3,91 -5,50
1 r-enxofre 5,73 1 TT-cétion 4,91
D2 4 11-0 3,09 - 3,88 21m-0 3,70-4,00
8 1r-alquil 3,70 - 5,50 6 1T-alquil 3,90-5,48
2 alquil 4,17 — 4,63 1 alquil 4,03
4G 3,46 — 3,86 tmm T 4,24
El 10 T-alquil  3,73-5,42 4 mo 3,50 - 3,86
' ’ 8 1r-alquil 4,02 -5,27
510 3,47 - 3,99 1mm T 4,24
. 4 1m-0 3,40 - 3,87
E2 11 mr-alquil 3,74 — 5,48 .
1 alquil 408 8 Tr-alqgll 4,03 -5,28
' 1 alquil 5,09
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Tabela 12: Intera¢des das moléculas com o EGFR (ID: 4HJO)

(concluséo)

Moléculas Ligacbes Distancias (A)
2LH 1,77 -2,32
1 1T-cation 3,10
1 1m-EL 2,80
AMTAC-01 1 T 538
110 3,66
3 tr-alquil 4,14 — 4,80
2LH 1,96 - 1,97
2 1-0 3,60 - 3,98
Erlotinibe 7 m-alquil 3,52-5,42
2 alquil 4,67 - 5,08
2CH 2,78 — 2,80

Fonte: Autoria (2022). Legenda: LH = Ligacao de Hidrogénio; CH = Carbono-Hidrogénio; CA = Carga

Atrativa ou Ligacao I6nica; L-Hal = Ligacéo de Halogénio; T-EL = m-Elétrons Livres.

Todos os derivados planejados demonstraram maior afinidade com o receptor
EGFR, em comparag¢ao com os compostos-controle AMTAC-01 e Erlotinibe. Isso pode
ser explicado pela auséncia de interacdes idnicas e/ou menor quantidade de ligacdes
alquila-arila, com maiores distancias, em comparacao com os compostos fenilimino-
acridinicos e difenilimino-quinolinicos.

Dessa forma, pode-se deduzir que a simplificagdo do anel espiro foi uma
estratégia relevante para a afinidade com esse alvo, considerando que as novas
moléculas demonstraram melhor complementariedade com o sitio ativo.

Dentre os compostos planejados, seis derivados quinolinicos (B1, B2, C1, D2,
E1l e E2) exibiram melhores resultados de energia livre e constante inibitéria, enquanto
apenas quatro moléculas da série ACF (Al, A2, C2 e D1) foram mais promissoras.

Entretanto, as maiores afinidades com o receptor EGFR foram estabelecidas
em complexos com os compostos ACF-Al e ACF-A2, uma vez que foram os Unicos a
realizar interacfes ibnicas entre grupamentos carregados e em maior quantidade
(Figura 32), o que Ihes confere maior estabilidade frente ao alvo.

Além disso, foi identificada, também, a formacdo de duas ligacdes de
hidrogénio com menores dimensfes, em comparagdo com todas as outras moléculas

avaliadas nesse estudo.



Figura 32: Perfil de Interacdes de ACF-Al e ACF-A2 com o0 EGFR (ID: 4HJO)
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Outro aspecto importante a ser discutido é a influéncia do substituinte p-cloro,

gue foi capaz de elevar a afinidade com o receptor, indicando que os efeitos lipofilico

e retirador de elétrons do halogénio induziram a uma conformac&éo mais estavel, para

todos os derivados planejados, a exce¢do do ACF-D1. Para justificar isso, € possivel

identificar a perda da ligacdo de hidrogénio bem como o aumento das distancias das

ligacdes alquila-arila do tipo TT-alquil e -0, no perfil de interagdes do derivado clorado

ACF-D2 (Figura 33).

Figura 33: Perfil de Interac6es de ACF-D1 e ACF-D2 com o EGFR (ID: 4HJO)
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A partir da andlise da Tabela 12, é interessante destacar, também, que a
substituicdo do residuo de acido acético por éster metilico reduziu a afinidade dos
compostos do grupo A, possivelmente, devido & perda de interagfes ibnicas, no caso
dos derivados acridinicos, e ao aumento nas distancias das ligacbes de hidrogénio,
em ambas as séries. Quanto aos derivados quinolinicos, outra caracteristica
observada foi a menor quantidade de interacdes alquila-arila realizadas pelo grupo B,
levando a adogdo de uma conformagdo menos estavel dentro do sitio ativo do
receptor, em comparacdo com 0s compostos contendo a por¢ao de acido acético.

Subsequentemente, a troca de uma metila por uma etila, no residuo de éster,
promoveu uma elevacdo na afinidade e na poténcia dos compostos de ambas as
séries ACF e QF (Tabela 11). Para a primeira, identificou-se reducdo nas extensdes
das intera¢cBes de hidrogénio e aumento no numero de liga¢cbes alquila-arila, para os
derivados néo substituidos e clorados, respectivamente, levando ao aumento de sua
estabilidade, apds a substituicdo da porcao de acetato de metila por acetato de etila.

Ja para os derivados difenilimino-quinolinicos, houve a preservacdo de um
perfil similar de ligagOes de hidrogénio e 1-alquil, com redug&o de suas distancias, na
formacédo do complexo com QF-C1. Porém, diferentemente deste, o derivado QF-C2
exibiu interacdo de hidrogénio com curta distancia, ligacao de halogénio e de van der
Waals, bem como maior quantidade de interacdes 11-0 e Tr-alquil, 0 que justifica seus

menores valores de AG e Ki em comparagdo com QF-B2 (Figura 34).

Figura 34: Interacdes de QF-B2 e QF-C2 com o0 EGFR (PDB ID: 4HJO)
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E valido enfatizar, ainda, que a simplificacdo do residuo de acetato de metila
em cetona metilica foi uma estratégia de modificacdo molecular favoravel para a
afinidade com o EGFR. Para justificar isso, observa-se, na Tabela 12, uma reducéo
nas distancias das ligagdes 1r-alquil, que podem auxiliar na estabilizacdo do complexo
com o EGFR, apo0s a troca do éster pela cetona. Além disso, foi possivel identificar,
também, o surgimento de uma ligacéo 1r-céation, no derivado QF-D1 (Figura 35), e isso
pode explicar sua maior afinidade em comparagcdo com QF-B1, considerando o

carater eletrostético dessa interacdo, que permite uma maior afinidade com o receptor.

Figura 35: Interacdes de QF-B1 e QF-D1 com o0 EGFR (PDB ID: 4HJO)
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Fonte: Autoria (2022).

Por fim, é fundamental pontuar que todos os derivados planejados foram
capazes de interagir com aminoacidos em comum com o Erlotinibe (Tabela 13), com
destaque para os residuos Met769, Cys773, Val702, Leu 694 e Leu764, considerados
relevantes para o receptor EGFR, devido & sua maior frequéncia de interacgéo.
Diferentemente do AMTAC-01, que exibiu ligacbes apenas com dois destes
aminoacidos, Cys773 e Val702.

Dessa forma, € possivel sugerir que as estratégias de simplificacdo do anel

espiro e expansao molecular, por meio da adicdo a porcdes de &cidos, ésteres e
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cetonas, foram favoraveis para a afinidade com o receptor EGFR, considerando o
perfil de interacbes dos compostos planejados, bem como sua afinidade e poténcia,
em comparacdo com o Erlotinibe. Além disso, ambas as séries demonstraram
resultados promissores, uma vez que todos os derivados fenilimino-acridinicos e

difenilimino-quinolinicos foram mais estaveis em complexo com o sitio ativo do EGFR.

Tabela 13: Aminoé&cidos do EGFR (PDB ID: 4HJO) que interagem com 0S cOmpostos

Moléculas Série ACF Série QF
Cys773, Leu820, Val702,
Al Lys692, Lys704, Leu694, Thr766, Met769, Ala719,
Cys773, Val702
Lys721
Lys692, Lys704, Leu694, Cys773, Gly772, Leus20,
A2 Cys773, Val702, Leu820 val702, Leu694, Alar19,
’ ’ ' Met769, Lys721, Leu764,
Leu768
Leu753
81 Cys773, Thr766, Leu820, E;’g;f k:;u781290’|\>I/2t|77g§’
Val702, Met769, Ala719, Lys721 Leu694, Leu768
Met769, Leu820, Val702, Asp831, Val702, Leu820,
B2 Ala719, Lys721, Leu694, Ala719, Lys721, Leu764,
Leu764, Leu753 Leu753
Met769, Leu820, Val702, Cys773, Val702, Leu820,
C1l Ala719, Lys721, Leu694, Ala719, Lys721, Met769,
Leu768 Leu768, Leu694
Met769, Leu820, Ala719, Cys773, Leu764, Gly772,
C2 Lys721, Val702, Leu694, Leu820, Val702, Ala719,
Leu764, Leu768 Leu694, Lys721
Thr830, Leu820, Val702, Lys721, Leu820, Thr766,
D1 Thr766, Met769, Ala719, Ala719, Leu694, Val702,
Lys721 Lys721
Leu820, Met769, Cys773, Lys721, Leu820, Thr766,
D2 Ala719, Val702, Leu694, Ala719, Leu694, Val702,
Lys721, Leu764 Arg817
Leu820, Thr766, Ala719, Val702, Leu694, Val702,
El Lys721, Val702, Leu694, Lys721, Ala719, Leu820,
Leu820, Met769 Cys751, Met769
Leu820, Thr830, Thr766, Val702, Leu694, Val702,
E2 Lys721, Ala719, Val702, Lys721, Ala719, Leu820,
Met769, Cys773, Leu694 Cys751, Met769
Moléculas Residuos de Aminoacidos
AMTAC-01 Cys773, Asp831, Lys721, Arg817, Val702, Arg817, Leu820
Erlotinibe Met769, Cys773, Leu694, Leu820, Ala719, Val702, Lys721,

Leu764, GIn767

Fonte: Autoria (2022).
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Dessa forma, considerando os resultados de docking molecular, com Topo lla
e EGFR, é possivel identificar a maior afinidade dos compostos contendo a porcéo de
acido acético, sendo os derivados quinolinicos mais promissores para inibicdo de

Topo lla, enquanto os acridinicos demonstram maior afinidade com o EGFR.

5.3 Perfil farmacocinético in silico

Embora os derivados ACF-Al, ACF-A2, QF-Al e QF-A2 tenham apresentado
resultados mais promissores, a proposta do estudo farmacocinético foi feita com os
compostos contendo a porcéo de éster etilico, sendo estes: ACF-C1, ACF-C2, QF-C1
e QF-C2. Para justificar isso, foi considerado que, embora sejam menos ativos, ha a
possibilidade de hidrélise desse residuo, por meio da acdo de esterases, gerando
metabalitos ativos e, com isso, prolongando o efeito farmacolégico.

Inicialmente, foi realizada a avaliacdo das propriedades de drug-likeness para
as moléculas planejadas. Nesse sentido, destaca-se a Regra dos Cinco, formulada
por Lipinski, através da observacao de determinados parametros que podem limitar a
absorcdo de um composto por via oral, como alto peso molecular e lipofilicidade
(Coeficiente de Particio Octanol-Agua — Log P), bem como elevado niimero de grupos
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, uma vez que afetam diretamente a
solubilidade e a permeabilidade (POLLASTRI, 2010). Considerando os valores
preditos para os derivados planejados mais promissores, descritos na Tabela 14, é
possivel concluir que todos apresentam caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a

uma boa biodisponibilidade por via oral.

Tabela 14: Parametros de Drug-likeness dos Compostos ACF-C e QF-C, de acordo

com a Regra dos Cinco de Lipinski

Molécula PM MLogP DLH ALH

ACF-C1 356,42 3,49 0 3

ACF-C2 390,86 3,97 0 3
QF-C1 382,45 3,60 0 3
QF-C2 416,90 4,08 0 3
Limite <500 <5 <5 <10

Fonte: Autoria (2022). Legenda: PM: Peso Molecular (g/mol); MLogP: Log P. DLH: N° de Doadores de
Ligacdo de H; ALH: N° de Aceptores de Ligacdo de H.
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Para comprovar isso, os derivados mais promissores exibiram, ainda, alta taxa
de absorcéo intestinal, com valores acima de 95%, bem como demonstraram
capacidade de permeacdo através do trato gastrointestinal (TGl) e da barreira
hematoencefélica (BHE), conforme o modelo de permeacado cerebral ou intestinal
estimada (Brain or Intestinal Estimated permeation predictive model — BOILED-Egg),

gerado pelo SwissADME (Figura 36).

Figura 36: Modelo BOILED-Egg dos Derivados ACF-C e QF-C
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Fonte: Autoria (2022).

Este grafico estabelece uma comparacao entre a lipofilicidade e a polaridade
dos compostos, por meio de seus valores de Log P e de Area de Superficie Polar
Topolégica (TPSA), respectivamente, a fim de estimar sua absorcdo intestinal e
distribuicdo para o sistema nervoso central (SNC), importantes parametros
farmacocinéticos (DAINA & ZOETE, 2016).

A permeacdo através da BHE seria interessante apenas em tumores cerebrais,
visto que seria uma propriedade necessaria para atingir o local de acdo. Porém, no
caso dos tipos de cancer com maior incidéncia, que afetam os pulmdes, as mamas ou
0 colon, destacados nesse estudo, essa propriedade ndo € interessante, pois as

moléculas poderiam gerar neurotoxicidade, levando a efeitos adversos indesejaveis.
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De acordo com a Figura 36, € possivel identificar, ainda, que todos os derivados
mais promissores foram capazes de inibir a Glicoproteina-P (gp-P), sem sofrer sua
acdo como substratos. A gp-P é uma proteina transportadora da familia ABC, situada
na membrana plasmatica das células de diversos locais do organismo, como o célon,
o intestino delgado, o figado, os rins, entre outros (ARAUJO, 2015).

Essa proteina atua como uma bomba de efluxo de xenobidticos, servindo como
barreira fisiol6gica por meio da expulsédo dessas substancias para fora das células. A
superexpressdo associada a gp-P é comum em diversas células tumorais, restringindo
a entrada de farmacos antineoplasicos e, consequentemente, diminuindo seu efeito.
Por isso, essa proteina esta relacionada a resisténcia de tumores a multiplos farmacos
(Multidrug Resistance - MDR), uma das principais limitagdes do tratamento antitumoral
(ARAUJO, 2015).

Outra caracteristica farmacocinética avaliada para os compostos foi a
capacidade de promover inibicdo bem como sofrer a acdo do principal sistema
enzimatico responsavel pelo metabolismo oxidativo (Fase |) de farmacos no
organismo humano, o Citocromo-P450 (CYP450), essencial para elevar a polaridade
e permitir sua depuracéao renal (ZHANG et al., 2020; SCHAIK, 2008).

Assim, utilizando os servicos web ADMETIlab (XIONG et al., 2021) e pkCSM
(PIRES et al., 2015), foi possivel obter o perfil de interacdo dos derivados com as

diferentes isoformas de CYP450, por meio de inibigdo ou como substrato (Tabela 15).

Tabela 15: Interacdo dos Compostos ACF-C e QF-C com as Isoformas de CYP450

Molécula ACF-C1 ACF-C2 QF-C1 QF-C2
1A2 1A2
2C19 2C19 1A2 1A2
Inibicao 2C9 2C9 2C19 2C19
2D6 2D6 2C9 2C9
3A4 3A4
Substrato 3A4 3A4 3A4 3A4

Fonte: Autoria (2022).

Considerando que CYP3A, CYP2D6 e CYP2C sao as trés subfamilias mais
abundantes para a biotransformacdo, todos os compostos demonstraram ser
substratos apenas da isoforma CYP3A4, envolvida com o metabolismo de cerca de
37% dos farmacos prescritos na clinica (SCHAIK, 2008; ZHANG et al., 2020).
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Porém, quanto a inibicdo da CYP450, os derivados quinolinicos apresentaram
um melhor perfil metabdlico, promovendo inibicdo somente das isoformas CYP1A2,
CYP2C19 e CYP2C9, enquanto os compostos acridinicos foram capazes de inibir
todas as cinco isoformas avaliadas nesse estudo. Portanto, as moléculas planejadas
podem promover interagdo com outros farmacos que sofrem metabolismo por essas
isoformas, retardando-o e, consequentemente, reduzindo sua depuracédo renal, o que
induz elevacdo em sua concentracdo sanguinea, podendo provocar toxicidade
(ZHANG et al., 2020). Entretanto, os compostos da Série QF demonstraram menor
possibilidade de interacdo medicamentosa, por meio de inibicdo das CYPs,
apresentando um melhor perfil farmacocinético, em comparacédo com a Série ACF.

Por fim, foi feita a analise das reac6es metabdlicas que podem ocorrer com 0s
compostos mais promissores, bem como os principais sitios de metabolismo, isto é,
grupamentos suscetiveis a biotransformacdo, por meio do servico web Xenosite
(ZARETZKI et al., 2013).

Primeiramente, foi observada a ocorréncia de reacdes de oxidacdo estavel, por
meio da adi¢cdo de oxigénio as moléculas, com formacéo de apenas um metabdlito,
nas regides aromaticas e no grupamento imina (Figura 37). Estas reacdes incluem
hidroxilacdo e epoxidacdo de anéis aromaticos, além de oxidacdo de nitrogénio
(DANG et al., 2020).

Figura 37: Pontos de Oxidacéo Estavel dos Compostos ACF-C e QF-C

QF-C1 QF-C2

ACF-C1 ACF-C2

Fonte: Autoria (2022).

Dentre os derivados mais promissores, QF-Al e QF-A2 apresentaram maior
guantidade de regides de oxigenacao estavel, em relacédo a ACF-Al e ACF-2, porém,
todos demonstraram uma reatividade relativamente baixa, considerando a coloragéo
mais azulada e que scores altos e moderados sdo associados as cores vermelho e

verde, respectivamente.
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Além disso, a presenca do substituinte p-cloro reduz o nimero de possiveis
regides de oxidacdo estavel, uma vez que impedem a ocorréncia de hidroxilagdo
aromatica na posicdo para, que costuma exibir uma maior reatividade, em
comparagao com outros pontos de metabolismo.

Ja as reacdes de oxigenacao instavel consistem em uma adicao de oxigénio as
moléculas, associada a desestabilizacdo de uma ligacdo pesada, entre dois atomos
nao-hidrogénio, o que promove sua quebra, originando dois metabolitos, um contendo
0 Oxigénio, enquanto o outro, ndo. As principais reacdes desse tipo consistem nas
desalquilacdes de nitrogénio, oxigénio, enxofre e carbono (DANG et al., 2020).

Nesse sentido, foram identificados pontos de O e N-desalquilacdo na por¢ao
alquilica de éster, presente em todos os derivados analisados, porém, com baixa
reatividade, devido a coloracé@o azul nesses sitios metabdlicos (Figura 38).

Figura 38: Pontos de Oxidacéo Instavel dos Compostos ACF-C e QF-C
QF-C1 QF-C2

ACF-C1 ACF-C2

Fonte: Autoria (2022).

Além disso, foi observada a possibilidade de ocorréncia de hidrélise, uma
reacao metabdlica de Fase | que ocorre por meio da quebra de ligacdes amida, éster
ou éter, por meio da adicdo de uma molécula de agua, originando dois metabdlitos
(DANG et al., 2020). Esse tipo de reacao foi identificado nos compostos, na por¢cao

de éster etilico, com moderada reatividade, devido a coloracgdo verde (Figura 39).

Figura 39: Pontos de Hidrélise dos Compostos ACF-C e QF-C
QF-C1 QF-C2

ACF-C1 ACF-C2

Fonte: Autoria (2022).
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Assim, é possivel inferir que os derivados do grupo C sdo mais promissores,
uma vez que possuem moderada afinidade com os alvos e podem gerar metabdlitos
com maior atividade, que, nesse caso, consistem nas moléculas contendo o residuo
de &cido acético.

Por fim, foi determinada, ainda, a possibilidade de conjugacdo com a enzima
uridina difosfato glicuronosiltransferase (UGT), responsavel pela catalise de reacfes
de glicuronidacao, principal mecanismo para o metabolismo de Fase Il, que ocorre em
cerca de 15% dos medicamentos aprovados pela FDA. A UGT catalisa a conjugacao
de acido glicurénico em grupamentos polares, como hidroxila, carboxila, tiol e aminas,
para aumentar a hidrossolubilidade de xenobidticos e moléculas enddgenas,
facilitando sua depuracgéo renal (DANG et al., 2016; YANG et al., 2017).

Como resultado, os derivados contendo a porcdo éster exibiram baixa
probabilidade de sofrer conjugacdo com glicuronideo, entretanto, seus metabdlitos
ativos, ACF-A e QF-A, podem sofrer glicuronidacdo (Figura 40), para elevar sua

polaridade e auxiliar na sua eliminacao renal.

Figura 40: Pontos de Glicuronidacdo de ACF-A, ACF-C, QF-A e QF-C
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ACF-C1 ACF-C2

Fonte: Autoria (2022).

De acordo com a Figura 40, observa-se a presenca de pontos de glicuronidagao
diretamente nas hidroxilas dos residuos de acido acético e sua coloracdo vermelha
evidencia, também, uma maior reatividade por meio desse tipo de reacao, indicando
alta probabilidade de ocorréncia de conjugacao com acido glicurénico, para facilitar a

eliminacao renal dos compostos.



78

Portanto, é possivel deduzir que 0os compostos mais promissores nos estudos
de docking molecular exibiram um perfil farmacocinético apropriado, visto que
demonstraram alta absorcgéo intestinal, inibicdo de gp-P e um namero razoavel de vias
metabolicas, para permitir tanto a formagdo de metabdlitos mais ativos, como sua

eliminacao renal, evitando acumulo no organismo e, com isso, toxicidade sistémica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias de modificacdo molecular foram bem-sucedidas, uma vez que
0S novos compostos planejados demonstraram resultados promissores de afinidade
para alvos relevantes a sobrevivéncia e a proliferacdo de células tumorais.

Foi observada, também, a superioridade do nucleo quinolinico em relacdo a
acridina, visto que uma maior quantidade de derivados difenilimino-quinolinicos
obteve menores valores de energia livre e constante inibitoria, em comparagdo com
0s compostos fenilimino-acridinicos, para todos os estudos de docking, ressaltando a
importancia da dissociacdo de um dos anéis aromaticos do scaffold da acridina.

Na interacdo com DNA, a simplificacdo do anel espiro e a adicdo de porcdes
alquilicas foi importante para a realizagao de um perfil de empilhamento 1r-11 favoravel
a intercalacéo e as interac6es com o sulco menor do DNA.

Igualmente, para o estudo de docking com a Topo lla complexada com DNA,
foi possivel constatar que a remocao do anel espiro e a adi¢do de residuos alquilicos
ao nucleo heteroaromatico, com a preservacdo da imina e a adicdo de grupos
carbonilicos, foram favoraveis a inibicdo da enzima.

Com o receptor do fator de crescimento epidérmico, todos os compostos
planejados demonstraram maior estabilidade durante a interacdo com o receptor, em
comparacao com o farmaco Erlotinibe e 0o AMTAC-01, sendo o nucleo acridinico mais
favoravel para a inibicdo do EGFR.

Por fim, os derivados mais promissores nos estudos de docking molecular,
ACF-C e QF-C, exibiram alta absorcéo intestinal, inibicdo da gp-P e uma quantidade
razoavel de sitios de reacBes metabdlicas de fase | e fase Il, que permitem uma

eliminag&o renal apropriada e previne seu acimulo no organismo.



80

7 PERSPECTIVAS

e Sintetizar os derivados planejados, com destaque para 0S mais promissores,
ACF-C1, ACF-C2, QF-C1 e QF-C2.

e Realizar a caracterizag@o estrutural das moléculas, por meio de estudos de
espectroscopia de RMN de 3C e H, bem como infravermelho e de massas.

e Avaliar a atividade antiproliferativa dos compostos em linhagens tumorais e nao
tumorais.

e Realizar estudos in vitro de interacdo com DNA e inibicdo de Topo lla, a fim de
comprovar os resultados obtidos com os estudos in silico.

e Dar seguimento ao planejamento molecular baseado na arvore de deciséo de
Topliss, buscando a otimizagéo dos hits.

e Publicacao de artigos cientificos.
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APENDICES

APENDICE A - Diagrama 3D de interacdes dos derivados ACF-A1 e ACF-A2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

ACF-A1 ACF-A2

DCé21

DAG06

X

Interagoes

[ Ligagéo de Hidrogénio [/ Empilhamento Pi-Pi
"1 Pi-Elétrons Livres [ Pi-Alquil

APENDICE B - Diagrama 3D de interagdes dos derivados ACF-B1 e ACF-B2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

ACF-B1 ACF-B2

DT619

DT619

Interacodes

[ Ligag&o de Hidrogénio [ Ligagao Carbono-Hidrogénio
- Empilhamento Pi-Pi D Pi-Alquil
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APENDICE C - Diagrama 3D de interacbes dos derivados ACF-C1 e ACF-C2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

ACF-C1

DT619

Interagoes
[ Ligagao de Hidrogénio [] Ligagdo Carbono-Hidrogénio
T Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Alquil

APENDICE D - Diagrama 3D de interacées dos derivados ACF-D1 e ACF-D2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

ACF-D1 ACF-D2

DT619

Interagoes

[P Ligagso de Hidrogénio [] Ligagéo Carbono-Hidrogénio
I Empilhamento Pi-Pi [ Empilhamento Pi-Pi T
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APENDICE E - Diagrama 3D de interaces dos derivados ACF-E1 e ACF-E2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)
ACF-E1 ACF-E2

DA605

DT619

Interagdes
[T] Pi-Elétrons Livres [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Empilhamento Pi-Pi [] Pi-Alquil
- Empilhamento Pi-Pi T

APENDICE F - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-Al e QF-A2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

QF-A1

‘ DG622

DAGO5

DT619

DT619

Interagoes
[P Ligagso de Hidrogénio [] Ligagéo Carbono-Hidrogénio
[ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Sigma
[0 Empilhamento Pi-Pi T




91

APENDICE G - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-B1 e QF-B2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

QF-B1 QF-B2

DG622
—

DAG05

DT620

DT619

Interagdes
[ Ligagdo de Hidrogénio [T] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Alquil

APENDICE H - Diagrama 3D de interacbes dos derivados QF-C1 e QF-C2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

QF-C1 QF-C2

DAG05

DT619

Interagoes

[ Ligagao de Hidrogénio [ pPi-sigma
- Empilhamento Pi-Pi |:| Pi-Alquil
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APENDICE | - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-D1 e QF-D2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

QF-D1 QF-D2

DAG05

DT620

Interacoes
[ Ligacéo de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi T
E Empilhamento Pi-Pi |:| Pi-Alquil

APENDICE J - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-E1 e QF-E2 para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

QF-E1 QF-E2

DT607

DT619

Interagoes
P Ligagdo de Hidrogénio [] Ligagéo Carbono-Hidrogénio
[T Empilhamento Pi-Pi [ Pi-AIquil
[T Empilhamento Pi-Pi T
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APENDICE K - Diagrama 3D de interaces do AMTAC-01 e da Amsacrina para
intercalacdo com o DNA (PDB ID: 1G3X)

AMTAC-01 m-AMSA

DG622
DT619

DC621

(‘;515 DT607

Interacées
[ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Sigma

[ Ligagdo de Hidrogénio
[ Ligaggo Carbono-Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi T

[T1 Pi-Enxofre [ Pi-Alquil

APENDICE L - Diagrama 3D de interacées dos derivados ACF-Al e ACF-A2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

ACF-A1 ACF-A2

DC9

DG16

DC15

DC13

Interagodes
" Ligagao de Hidrogénio [ ] Ligacdo Carbono-Hidrogénio
[T Pi-Anion I Ligacso Negativa-Negativa

I Pi-Sigma I Ligagéo Aceptor-Aceptor
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APENDICE M - Diagrama 3D de intera¢ées dos derivados ACF-B1 e ACF-B2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

ACF-B1

DC21

DA18

DC13

Interagoes
[ Ligagao de Hidrogénio [ ] Ligagéo Carbono-Hidrogénio
[ Pi-Anion [ ] Ligaggo Pi-Doador
I Pi-Sigma [T Empilhamento Pi-Pi T

APENDICE N — Diagrama 3D de intera¢des dos derivados ACF-C1 e ACF-C2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

ACF-C1 ACF-C2

DA6

DC15

DG14

Interacoes

P Ligagao de Hidrogénio [T Empilhamento Pi-Pi T

[T Pi-Anion I Pi-Sigma
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APENDICE O - Diagrama 3D de interacdes dos derivados ACF-D1 e ACF-D2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

ACF-D1 ACF-D2
Y J

Interagoes
[T Pi-Anion [ 1 Ligaggo Carbono-Hidrogénio
[P Empilhamento Pi-Pi [ Pi-AIquil
™ Empilhamento Pi-Pi T

APENDICE P - Diagrama 3D de intera¢des dos derivados ACF-E1 e ACF-E2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

ACF-E1 ACF-E2

DAS

DA6

DA18

DG16

DC15

Interagoes
[T Pi-Anion [ Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-sigma
[T Empilhamento Pi-Pi T
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APENDICE Q - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-Al e QF-A2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

QF-A1 QF-A2

DC21

DG4

DG4

DG16

Interacoes

[P Ligacso de Hidrogénio [ Pi-Anion

APENDICE R - Diagrama 3D de intera¢es dos derivados QF-B1 e QF-B2 com os
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

QF-B1 QF-B2

=

DA18

DA18
DA17

Interagoes

[P Ligagso de Hidrogénio [ Pi-sigma
[ Ligagao Carbono-Hidrogénio
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APENDICE S - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-C1 e QF-C2 com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

QF-C1

DT7

DT8

DG12

Interagoes
|:] Ligagédo Carbono-Hidrogénio - Pi-Sigma

APENDICE T - Diagrama 3D de interaces dos derivados QF-D1 e QF-D2 com os
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

QF-D1

v« "/ |

Interagdes

[ Ligagao de Hidrogénio [ ] Ligagao Carbono-Hidrogénio

[T Pi-Anion I Pi-Sigma
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APENDICE U - Diagrama 3D de intera¢ées dos derivados QF-E1 e QF-E2 com os
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

QF-E1 QF-E2

DA18

DA17

Interagoes

P Ligacao de Hidrogénio [ Pi-Sigma

APENDICE V - Diagrama 3D de interacdes do AMTAC-01 e da Amsacrina com 0s
sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA)

AMTAC-01 m-AMSA

Interagdes
" Ligagao de Hidrogénio 771 Pi-Anion
7 Empilhamento Pi-Pi T [ ] Ligagao Carbono-Hidrogénio
I Pi-Sigma 1 Pi-Enxofre
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APENDICE W - Diagrama 3D de interac¢ées dos derivados ACF-Al e ACF-A2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

ACF-A2

ARG487

Interagdes
[T Interagao I6nica [ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-AIquil
- Ligacéo de Hidrogénio ] Empilhamento Pi-Pi T [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[T Ligac&o de Halogénio [T Empilhamento Amida-Pi [ Pi-sigma

APENDICE X - Diagrama 3D de interag6es dos derivados ACF-B1 e ACF-B2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

ACF-B1 ACF-B2

Interacoes
[ Ligacao de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Pi-Alquil [ Empilhamento Pi-Pi T [ Pi-sigma

[ Alquil [ Empilhamento Amida-Pi
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APENDICE Y - Diagrama 3D de intera¢6es dos derivados ACF-C1 e ACF-C2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

ACF-C1 ACF-C2

Interagoes
[ Ligagao de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ 1 Pi-Alquil [ Empilhamento Pi-Pi T [ Pi-sigma
[ Alquil [ Empilhamento Amida-Pi

APENDICE Z — Diagrama 3D de intera¢6es dos derivados ACF-D1 e ACF-D2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

ACF-D1 ACF-D2

DTQ\

Interagoes
[ Ligacso de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Alquil
[T pPi-cation 1 Empilhamento Pi-Pi T [ Pi-sigma

[T Pi-Anion [ Empilhamento Amida-Pi
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APENDICE AA - Diagrama 3D de interacdes dos derivados ACF-E1 e ACF-E2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

ACF-E1 ACF-E2

Interagoes
7 Empilhamento Pi-Pi [ ] Ligagao Pi-Doador
71 Empilhamento Pi-Pi T [ Pi-Alquil

APENDICE AB - Diagrama 3D de intera¢des dos derivados QF-Al e QF-A2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

QF-A1 QF-A2

Interagoes
[ Ligagso de Hidrogénio [/ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Alquil
[T Interagzo I6nica [ Empilhamento Pi-Pi T [ Ligagso Carbono-Hidrogénio

[T Ponte Salina [ Empilhamento Amida-Pi




102

APENDICE AC - Diagrama 3D de interac6es dos derivados QF-B1 e QF-B2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

QF-B1 QF-B2

ARG487

Interagoes
[ Ligacao de Hidrogénio [ Pi-Alquil
[ Empilhamento Pi-Pi T [ Alquil
[ Pi-sigma

APENDICE AD - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-C1 e QF-C2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

QF-C1 QF-C2

DT9 \\

N
Msnsz‘ ,,s N

‘ ARG487
ARG487

Interagdes
[ Ligagao de Hidrogénio [ Pi-Alquil
[ Empilhamento Pi-Pi T [ Alquil
[ Empilhamento Amida-Pi
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APENDICE AE - Diagrama 3D de intera¢des dos derivados QF-D1 e QF-D2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

QF-D1

DG13

MET762

Interagoes
[ Pi-Doador [T Empilhamento Pi-Pi [1 Pi-Alquil
[ Pi-Cation - Empilhamento Pi-Pi T [ Ligacao Carbono-Hidrogénio
|:| Pi-Enxofre - Empilhamento Amida-Pi

APENDICE AF - Diagrama 3D de interacdes dos derivados QF-E1 e QF-E2 com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

QF-E1 QF-E2

= /A0

Interacoes
[ Ligaggo de Hidrogénio [T Empilhamento Pi-Pi e Pi-Pi T [ Pi-Sigma
[ Pi-Anion [T Empilhamento Amida-Pi [] Ligagao Carbono-Hidrogénio

1 Pi-Enxofre [ Pi-Alquil [1 Pi-Doador
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APENDICE AG - Diagrama 3D de intera¢ées do AMTAC-01 e da Amsacrina com a
topoisomerase lla complexada com DNA (PDB ID: 5GWK A)

AMTAC-01 m-AMSA

PROS803

GLY760

DG7

Interacoes
[ Ligaggo de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi [ Pi-Sigma
[T Pi-Anion ™ Empilhamento Pi-Pi T [ Ligagéo Carbono-Hidrogénio
1 Pi-Enxofre [ Pi-Alquil [] Pi-Doador

APENDICE AH - Diagrama 3D de interacdes do Etoposideo com a topoisomerase lla
complexada com DNAQDB ID: 5GWK A)

Interagoes
[ Ligagso de Hidrogénio [ Empilhamento Pi-Pi [] Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Pi-Cation [ Empilhamento Amida-Pi

[T Alquil [ Pi-Alquil
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APENDICE Al - Diagrama 2D de intera¢6es dos derivados ACF-Al e ACF-A2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

ACF-A1 ACF-A2
LE
A:768 .
A:768 ITE
LEU A:694
A:694 \
\ 'O\ B
_O\ “ bl lz
' ‘ : LYSA . 4----1
€5 | A:704°,
: ‘ VAL
5 ‘ A:702
1ys. o A2
A:692 VAL <
A:702
cYs £ LEU
A:773 : A:820
Interacoes
[/ Ligagao de Hidrogénio [ Pi-Alquil

[ Alquil

[T Interagdo I6nica

[ Pi-Sigma

APENDICE AJ - Diagrama 2D de interacdes dos derivados ACF-B1 e ACF-B2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

ACF-B1 ACF-B2
ALA
VAL LEU A:719
A:702 £ A:820
! LE
; A820 A
MET
A:769 AIT%}4
.
4 VAL 1
ALA LEU A:702
A719  MET A:694
A:773 A:769 A:753
Interagoes
[ Ligacso de Hidrogénio [ Alquil
[ Interagao I6nica [ Pi-Alquil
I Pi-Sigma [] Pi-Enxofre
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APENDICE AK - Diagrama 2D de interac6es dos derivados ACF-C1 e ACF-C2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

ACF-C1 ACF-C2
LEU LEU
A:694 VAL A:694 VAL
A:702 A:702
LYS
o A:721
; = \ ,
s o . - AEh
= o MET.  A:820
A:769 , LYS A:769 ALA
e ALA A:721 LEU A:719
LEU LEU, A:719 A:768
A:764
Interagdes
[ Ligagao de Hidrogénio [ Alquil
I Pi-sigma [ Pi-Alquil

APENDICE AL - Diagrama 2D de interacdes dos derivados ACF-D1 e ACF-D2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

ACF-D1 ACF-D2
VAL
A#702 VAL AL-ElQJ4
s CYS : :
H , A:773 R
LYS
. LEU :
> A:820 R
5 I7---. 4R
A:766

= \,“‘ O\\ '

1 AEU

 A:820 A/24
ALA

A:71
MET
' & £51s  Aes L
THR :
A:830 R
Interagoes
[P Ligagao de Hidrogénio [ Pi-Alquil e Alquil
[ Pi-sigma [T] Pi-Enxofre
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APENDICE AM - Diagrama 2D de interac¢ées dos derivados ACF-E1 e ACF-E2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

ACF-E1 ACF-E2
THR
702 A:830 &7
' VAL :
Aeo A:702 = A:773
73 ‘ AB20 S -
A:721 (50 A e
A A694 Q ey,
THR, "~
4 A:766
THR KTA
A:766 ALA MET :
A:719 s MR A:719
Interagdes
I Pi-sigma [ Alquil
[ Pi-Alquil

APENDICE AN - Diagrama 2D de intera¢des dos derivados QF-A1l e QF-A2 com 0
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

QF-A1 QF-A2
THR VAL LEY
A:766 A:702 A:694
A!_;gl . ‘ ; LS VAL
: : . PN AEEy A7l A:702
i
o .. S
DA "~ 4578 S S
: : A:773 LY,
MET LEU é MET  ALA LEU GLY
A:769 A:820 A769 A:719  A:820 eve, AT72
A:773
Interagoes
[ Ligacao de Hidrogénio [ Alquil
[ Ligagao Carbono-Hidrogénio [ Pi-Alquil
[ Pi-Sigma [ Pi-Enxofre
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APENDICE AO - Diagrama 2D de intera¢fes dos derivados QF-B1 e QF-B2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

QF-B1 QF-B2
ASP
CYsS .
A773 A&
AL )
LEU A:719 VA
A:820 LYS ,‘ A0
MET A7 4 v
A:769 .
PN
i
A:654
LEU
A:764 LEU
‘ A:820
VAL
LYS :
P AI753 A:719
Interagoes
[ Ligagao de Hidrogénio [ Alquil
I Pi-Sigma [ Pi-Alquil

APENDICE AP - Diagrama 2D de intera¢es dos derivados QF-C1 e QF-C2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

QF-C1 QF-C2
AM7E6T9 CYS
; ; ALA
A‘?73 AI?;gB A:719 LEU
Ko7l 95 Ay &
e A2l Rae
A:820 CYS
B B, j A:773
A4
U
LYs ‘ Ao A:694 L g
AT21 A702
Interacoes
[ Ligacso de Hidrogénio [ Alquil
"] Ligagso de Halogénio [] Pi-Alquil

[ pPi-sigma

[ ] Ligagéo Carbono-Hidrogénio




109

APENDICE AQ - Diagrama 2D de interacdes dos derivados QF-D1 e QF-D2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

QF-D1 QF-D2
LEU
AL:Eg4 A:694
VAL
: VAL
A:702 LEU A:702
A:820 A:820
" LYS
A1 S AT
ARG
A:817
o o
THR THR.
A:766 s A:766 2719
Interagoes
I Ligacgao de Hidrogénio [T Pi-Cation
[ Pi-Sigma [ ] Pi-Alquil

APENDICE AR - Diagrama 2D de intera¢des dos derivados QF-E1 e QF-E2 com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

QF-E1 QF-E2
VAL
A:702 A:694
% 1 VAL
A:702
4
LYS
; LEU
/
A:820 A1 6
MET
A:769
AM7EGT9 &2 cYs A:719 L g
A:751 £33
Interagoes
[ Pi-Sigma [ Alquil
[ Pi-Alquil
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APENDICE AS - Diagrama 2D de interacdes do AMTAC-01 e do Erlotinibe com o
receptor do fator de crescimento epidérmico (PDB ID: 4HJO)

AMTAC-01 Erlotinibe
cYs (@Y%
A:773 VAL A:773
A:702
. LEU
VAL A:820
A:702 B
% LYS
A721 p P
OQ
d
AEU
LYS ALA A:694
A:721 H A:719 LEU
(€l e A:820
2P A:764 A:769
GLN
A5% L A:767
Interagdes
" Ligagao de Hidrogénio [ Pi-Sigma [ 1 Ligagao Carbono-Hidrogénio
[ Pi-cation [ Alquil
[] Pi-Elétrons Livres [ Pi-Alquil




