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RESUMO

O cancer € uma patologia que afeta milhdes de pessoas todos os anos. O cancer de mama € o
mais prevalente entre as mulheres, enquanto nos homens o céncer de prostata tem
predominancia inferior apenas ao cancer de pele ndo melanoma. Ja4 que ambos sdo canceres
considerados hormonio dependentes, eles possuem influéncia dos estrogénios, e, portanto, 0s
receptores de estrogénio sdo considerados alvos promissores para seu tratamento. Dessa forma,
0 composto (Z)-2-(acridin-9-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotiamida (3a), anteriormente
bem sucedido em ensaios antiproliferativos contra células MCF-7 (carcinoma de mama) e PC-
3 (prostata), além de ter exibido bons resultados de energia de ligacdo frente ao alvo
topoisomerase Ilo. complexada com DNA (PDB ID: SGWK), foi utilizado como protétipo para
planejamento de duas novas séries de moléculas. Utilizando estratégias de simplificacéo
molecular, e hibridizacdo com ndcleos quinolinicos e indolicos, os derivados fenilmetanimino-
acridinicos e 9-estiril acridinicos foram planejados a partir do scaffold do protétipo 3a, com o
intuito de obter novas moléculas promissoras para o tratamento de cancer de mama e prostata.
Considerando as diferentes substituicdes nos aneis dos protétipos fenilmetanimino-acridinicos,
aqui chamados de MAC, e 9-estiril acridinicos, série MB, foram planejados 8 e 12 derivados,
respectivamente, totalizando 20 estruturas. As moléculas provenientes desse planejamento
foram docadas, utilizando o programa autodocktools, em receptores de estrogénio o (PDB ID:
5W9D) ¢ 3 (PDB ID: 2FSZ), e sua energia de ligacdo foi comparada a do protétipo de que se
originaram, ao ligante enddgeno estradiol, aos antagonistas cristalizados as estruturas, 4-OHT
e Endoxifeno, e ao farmaco Lasofoxifeno. Foram consideradas as moléculas mais bem
sucedidas MAC-04 (AG 2FSZ: -9.88 kcal/mol; AG 5W9D: -11.20 kcal/mol) , MAC-05 (AG
2FSZ: -9.60 kcal/mol; AG 5W9D: -10.29 kcal/mol), MAC-07 (AG 2FSZ: -9.31 kcal/mol; AG
5W9D: -10.25 kcal/mol), MB-11 (AG 2FSZ: -10.39 kcal/mol; AG 5W9D: -10.81 kcal/mol),
MB-12 (AG 2FSZ: -10.22 kcal/mol; AG 5W9D: -10.95 kcal/mol), MB-14 (AG 2FSZ: -10.28
kcal/mol; AG 5W9D: -11.97 kcal/mol) e MB-15 (AG 2FSZ: -10.15 kcal/mol; AG 5W9D: -11.46
kcal/mol), que apresentaram um AG superior ao do ligante endogeno (AG 2FSZ: -9.70
kcal/mol; AG 5W9D: -9.97 kcal/mol), e do prototipo original (AG 2FSZ: -10.50 kcal/mol; AG
5W9D: -10.89 kcal/mol). Essas 7 moléculas foram entdo submetidas a softwares de simulagéo
da farmacocinética in silico, onde foram analisados perfis de absorcdo, distribuigdo,
metabolismo, toxicidade e eliminacdo. MB-15 foi escolhida como melhor proposta para
molécula HIT, considerando seu perfil metabdlico, e suas semelhangas com o perfil do 4-

hidroxitamoxifeno, além do fato de que sua provavel rota metabdlica ndo gera metabdlitos



toxicos. Assim, a estratégia de modificagdo molecular através do bioisosterismo classico com
substituicdo do radical iminico, pelo radical vinilico, seguido pela hibridizacdo molecular com

adicdo do nucleo inddlico, foi considerado o planejamento mais bem sucedido.

Palavras-Chave: cancer de mama; cancer de prostata; receptores de estrogénio; planejamento

molecular; docking molecular; perfil farmacocinético.



ABSTRACT

Cancer is a disease that affects millions of people every year. Breast cancer is the most prevalent
among women, while in men, prostate cancer has a lower prevalence only than non-melanoma
skin cancer. Since both are considered hormone-dependent cancers, they are influenced by
estrogens, and therefore estrogen receptors are considered promising targets for their treatment.
Thus, the compound (Z)-2-(acridin-9-yl-methylene)-N-phenyl-hydrazine-carbothyamide (3a),
previously successful in antiproliferative assays against MCF-7 cells (breast carcinoma) and
PC -3 (prostate), in addition to showing good binding energy results against the DNA-
complexed topoisomerase Ila target (PDB ID: SGWK), was used as a prototype for designing
two new series of molecules. Using molecular simplification strategies, and hybridization with
quinoline and indole nuclei, the phenylmethanimino-acridine and 9-styryl acridine derivatives
were designed from the scaffold of prototype 3a, in order to obtain promising new molecules
for the treatment of breast cancer and prostate. Considering the different substitutions in the
rings of the phenylmethanimino-acridine prototypes, here called MAC, and 9-styryl acridines,
MB series, 8 and 12 derivatives were planned, respectively, totaling 20 structures. The
molecules from this design were docked, using the autodocktools program, in o (PDB ID:
5W9D) and  (PDB ID: 2FSZ) estrogen receptors, and their binding energy was compared to
the prototype from which they originated, to the ligand endogenous estradiol, to the crystallized
ligands, 4-OHT and Endoxifene, and to the drug Lasofoxifene. The most successful molecules
were MAC-04 (AG 2FSZ: -9.88; AG 5W9D: -11.20), MAC-05 (AG 2FSZ: -9.60; AG 5W9D: -
10.29), MAC-07 (AG 2FSZ:-9.31 ; AG 5W9D: -10.25), MB-11 (AG 2FSZ: -10.39 ; AG 5W9D:
-10.81), MB-12 (AG 2FSZ: -10.22 ; AG 5W9D: -10.95 ), MB-14 (AG 2FSZ: - 10.28; AG
5W9D: -11.97) and MB-15 (AG 2FSZ: -10.15; AG 5W9D: -11.46), which presented a AG lower
than that of the endogenous ligand (AG 2FSZ: -9.70 ; AG 5W9D: -9.97), and of the original
prototype (AG 2FSZ: -10.50; AG SW9D: -10.89). These 7 molecules were then submitted to in
silico pharmacokinetic simulation software, where absorption, distribution, metabolism,
toxicity and elimination profiles were analyzed. MB-11 was chosen as the best proposal for
HIT molecule, considering its metabolic profile, and its similarities with the profile of 4-
hydroxy tamoxifen, in addition to the fact that its probable metabolic route does not generate
toxic metabolites. Thus, the molecular modification strategy through classical bioisosterism
with substitution of the imine radical by the vinyl radical, followed by molecular hybridization

with addition of the indole nucleus, was considered the most successful design.



Key-words: breast cancer; prostate cancer; estrogen receptors; molecular design; molecular

docking; pharmacokinetic profile.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma doenca causada por uma multiplicacdo celular desordenada ocasionada
por mutagGes nos genes que codificam as proteinas reguladoras do ciclo celular, gerando células
cancerosas que ndo sdo afetadas pela morte celular programada, e podem migrar para outros
locais do corpo, gerando metastase (BERNARDES, et al., 2019).

Em 2020, foram diagnosticados 2.26 milhdes de novos casos de cancer de mama (CM)
no mundo, sendo a causa mais comum de morte por cancer em mulheres. No Brasil, o risco
cumulativo de ter, ou morrer em razdo do CM até os 74 anos é de 10.4% (IARC, 2020).

Para o cancer de prostata (CP), esse risco cumulativo chega a 20% (IARC, 2020). Com
mais de 65.840 novos casos estimados para 0 Brasil no ano de 2020, sua prevaléncia em homens
é inferior apenas ao cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2022).

Os estrogénios tém influéncia em canceres considerados hormonio dependentes, como
o de mama, endométrio, prostata, ovario e tiredide, sendo os subtipos mais conhecidos e
estudados o estrogénio alfa, e o0 beta (CARRUBA, 2006).

No caso do CP, a acéo dos estrogénios nédo estd completamente elucidada, mas sabe-se
que o0s estrogénios em sinergismo com os androgénios, induzem o CP (NILSSON et al., 2000).
No CM essa relacdo ja € bem esclarecida, sendo o CM principalmente estrogénio receptor
positivo (ER+) e depende diretamente dos estrogénios para sobrevivéncia e progressdo da
doenga (SILVA, 2017). O receptor de estrogénio B parece estar relacionado a supressdo de
tumores de cancer de prostata e mama, enquanto o receptor de estrogénio alfa estimula a
proliferacéo celular nesses locais.

A quimioterapia antineoplasica é uma das terapias mais utilizadas no tratamento do
cancer, podendo ser utilizada de forma isolada ou em combinagdo com outras modalidades de
tratamento (SANTOS et al., 2015).

Considerando os problemas relacionados a utilizacdo de quimioterapicos, a busca por
novos agentes anticancer mais seguros e efetivos se faz necessaria. Nesse interim, os derivados
acridinicos tém sido amplamente explorados para essa finalidade, j& que sua planaridade
permite a alta intercalacdo ao DNA, bem como a interacao e inibicao de enzimas fundamentais
como telomerase, proteinas quinases e topoisomerases tipo | e Il. A inibicdo das enzimas
topoisomerase | e 1l ocasiona danos ao DNA e interrompe o reparo e a replicacdo do DNA,
induzindo a morte celular (CHEN; et al. 2019; GOUVEIA, et al. 2018).

Almeida e colaboradores (2015) utilizou o nucleo acridinico como scaffold e realizou

modificacbes em sua estrutura a partir da adicdo de diferentes por¢des tiosemicarbazidas
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substituidas. Dentre os compostos obtidos, o (Z)-2-(acridin-9-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotiamida (3a) foi 0 mais ativo em ensaio antiproliferativo, com valores de G150 inferiores
a 10 uM para todas as linhas de células tumorais, incuindo células MCF-7 (carcinoma de mama)
e PC-3 (prostata). Além disso, em estudo desenvolvido por Filho e colaboradores (2019),
apresentou valor de AG = -9.12 kcal mol™ e a Amsacrina (m-AMSA) AG = -10,34 kcal mol?,
no docking molecular frente ao alvo topoisomerase Ila complexada com DNA (PDB ID:
5GWK). A m-AMSA é um conhecido intercalador de DNA e inibidor de Topo Il. Em estudo
in vitro frente DNA plasmidial pUC19, a molécula 3a foi capaz de inibir a topoisomerase 11 de
forma semelhante a m-AMSA, ambas na concentragdo de 100 uM.

Assim, nesse trabalho foram planejados novos derivados fenilmetanimino-acridinicos e
9-estiril acridinicos, através da simplificacdo molecular do protétipo 3a, e hibridizacdo com os
nacleos quinolinico e inddlico, baseados no scaffold de acridina. Sua afinidade com os
receptores o ¢ B de estrogénio foi calculada por meio dos estudos de docking molecular. A
previsdo dos perfis farmacocinéticos das drogas consideradas mais promissoras foi estimada

utilizando softwares disponiveis gratuitamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Desenvolver novos derivados acridinicos com potencial agdo antitumoral para cancer

de mama e prostata por meio de planejamento racional in silico.

2.2 Objetivo especifico
e Planejar novos derivados acridinicos a partir do scaffold de um protétipo
conhecido.
e Realizar estudos de docking molecular dos compostos planejados nos alvos
receptor a de estrogénio, e receptor 3 de estrogénio.
e Auvaliar o perfil farmacocinético das moléculas mais promissoras por métodos

in silico.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Cancer de mama

O cancer de mama (CM) especificamente, € um tumor maligno que se desenvolve no
tecido da mama, e é a causa mais comum de morte por cancer em mulheres. Em 2020, foram
diagnosticados 2.26 milhdes de novos casos no mundo, e cerca de 685.000 mulheres morreram
da doenga (IARC, 2022).

Como as células da mama sdo indiferenciadas desde a concepcdo, estas sdo mais
susceptiveis a substancias carcin ogénicas. Fatores como uso de contraceptivos orais, terapia de
reposi¢cdo hormonal, hiperinsulinemia, densidade mamaria aumentada, exposi¢do a radiacdo
ionizante, historico familiar, idade avangada e auséncia de amamentacéao séo reconhecidamente
relacionados com chances aumentadas de ter cancer de mama (ANOTHAISINTAWEE, et al.,
2013; BERNARDES, et al., 2019).

Os principais métodos de diagnostico da doencga incluem exames de imagem como
mamografia, ressonancia magnética, PET (tomografia por emissdo de pdésitrons), tomografia
computadorizada e SPECT (tomografia computadorizada de emissdo de foton Unico),
associados a marcadores bioquimicos como as proteinas ERBB2, ER ¢ Ki67, mRNAs (ERa,
ERp e ERRY), enzimas (CEA e TSGF) e microRNAs (miR-21, miR-10b, miR-155, e miR-145)
(JAFARI, et al., 2017).

Existem 4 subtipos principais de CM com base na presenga ou auséncia de marcadores
moleculares para receptores de estrogénio (ER) ou progesterona (PR), e fator de crescimento
epidérmico humano 2 (ERBB2). Eles podem: 1° - possuir positividade de ER ou PR e
negatividade de ERBB2; 2° - ser positivos para ER ou PR, e ERBB2; 3° negativos para ER e
PR, e positivos para ERBB2; e 4° - serem negativos para todos os marcadores, também
chamados de triplo negativos. O primeiro tipo € o mais comum, e o triplo negativo possui o
pior progndstico (DAI, XIANG, & BAI, 2016).

O subtipo de cancer de mama orienta a terapia padrdo administrada. Para os tumores ER
ou PR positivos, o tratamento consiste em terapia endécrina (com alguns pacientes também
necessitando de quimioterapia), para todos os tumores ERBB2+, terapia de anticorpos dirigida
para ERBB2 baseada em trastuzumabe, com terapia hormonal administrada adicionalmente, se
houver positividade de RH concomitante, e quimioterapia isolada para cancer de mama triplo
negativo (WAKS & WINER, 2019).
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3.2 Cancer de Préstata

O céncer de prostata é o segundo mais incidente em homens no Brasil, tendo
apresentado mais de 65.000 novos casos em 2020 (INCA, 2022). Uma caracteristica distintiva
do cancer de prostata é sua intima associacdo com o envelhecimento; na verdade, o
envelhecimento é o fator de risco mais significativo para o cancer de prostata, sendo que 0
cancer de prostata clinicamente detectavel geralmente ndo se manifesta até a idade de 60 ou 70
anos. Além da idade, fatores como etnia, homens negros tem até 3 vezes mais chances de ter
cancer de prostata do que homens brancos, e histdria familiar positiva de cancer de préstata
também possuem influéncia na incidéncia da doenca (PERNAR, EBOT, WILSON, & MUCCI,
2018; RAWLA, 2019)

O padrdo para diagndéstico do cancer de préstata é baseado na avaliagdo microscépica
do tecido prostatico obtido por meio de bidpsia por agulha, embora essa abordagem deixe de
diagnosticar até 21% dos casos positivos de cancer de prdstata. Assim, marcadores bioquimicos
como o antigeno prostatico especifico (PSA), antigeno prostatico 3 (PCA3), além de exames
de imagem como a ressonancia magnética multiparamétrica, auxiliam na obtencdo do
diagnostico final (LITWIN & TAN, 2017).

A natureza heterogénea e multifocal das lesdes do cancer de prostata apresenta
dificuldades significativas para os pesquisadores. Por exemplo, lesdes neoplasicas individuais
dentro de uma determinada secdo de tecido de cancer de prostata, mesmo quando préximas,
foram descritas como geneticamente distintas. Por convengdo, para abarcar essa
heterogenicidade a escala de Gleason foi adotada. Nesse método, uma bidpsia sistematica da
prostata € realizada usando ultra-som transretal para obter 10 a 12 amostras de tecido em um
padrdo semelhante a uma grade. Um patologista examina essas amostras e emite um grau de
Gleason primario para o padréao histoldgico predominante, e um grau secundario para o padrdo
mais alto, ambos em uma escala de 1 a 5 com base na arquitetura microscépica e aparéncia das
células, a soma desses padrbes determina o grau da doenca (ABATE-SHEN & SHEN, 2000;
LITWIN & TAN, 2017).

A sinalizacdo do receptor de horménio esterdide desempenha um papel fundamental em
todos os estagios da carcinogénese da prostata. Em particular, hd uma diminuicao caracteristica
relacionada a idade na propor¢éo de andrégenos/estrogénios em homens, o que pode representar
um fator contribuinte no inicio do cancer de prostata (ABATE-SHEN & SHEN, 2000).
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A escolha de tratamento para o cancer de prostata depende de varios parametros, que
incluem estagio clinico e niveis PSA. Para pacientes em estagio I-111, o tratamento padréo inclui
acompanhamento, prostatectomia e radioterapia. Para todos os pacientes em estagio 1V e
estagio 111 de alto risco, a ablacdo de andrdgenos por castracao cirurgica ou quimica pode trazer
remissdo sustentada. Antiandrogénios de primeira geracdo, como flutamida e bicalutamida,
auxiliam nesse cenario (TREWARTHA & CARTER, 2013).

Alguns efeitos colaterais negativos dos tratamentos de escolha incluem niveis séricos
de testosterona ndo sdo suprimidos e que podem até aumentar, no caso de uso de
antiandrogénios ndo esterdides. Em contraste, o Unico antiandrogénico esteroidal acetato de
ciproterona também possui propriedades antigonadotréficas, além da interferéncia na ligacéo
as proteinas plasmaticas, aumentando as chances de interacdes com outras drogas (WIRTH,
HAKENBERG, & FROEHNER, 2007).

3.3 Estrogénios

Os estrogénios compreendem um grupo de moleculas hormonalmente ativas e
estruturalmente relacionadas que regulam vias criticas de sinalizacdo celular e, ao fazé-lo,
controlam a proliferacdo, diferenciacdo e homeostase celular. Dentre eles temos 0s estrogénios
enddgenos 17p-estradiol, e seus metabolitos estrona e estriol, que séo esterdides C18 derivados
do colesterol (CHESKIS, GREGER, NAGPAL, & FREEDMAN, 2007).

Esses esterdides sdo sintetizados a partir do colesterol por uma série de reacdes
enzimaticas mediadas por enzimas P450 e ndo-P450, incluindo P450scc (CYP11A), P45017a
(CYP17), aromatase (CYP19), proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), 3P
hidroxiesteroide desidrogenase (3p-HSD) e 17phidroxiesterdide desidrogenase (17p-HSD14).
A proteina StAR é responsavel por levar o colesterol até a membrana mitocondrial interna, onde
este é convertido em pregnanodiona (PREG) por P450scc, dehidroepiandrosterona (DHEA) por
P45017a, androstenediona (ADione) por 3BHSD, testosterona (T) por 173-HSD, e finalmente
17B-estradiol por AROM nos microssomas (BIAN, ZHU, ZHAO, CAIl, & ZHANG, 2014),

conforme Figura 1.

Figura 1 — Sintese metabolica dos estrogénios enddgenos.
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Fonte: Baker e Lathe (2018).

Nas mulheres, as fontes primordiais de estrogénio sao as células da teca, que secretam
androgenos, e da granulosa dos ovéarios, onde esses andrégenos sdo aromatizados em
estrogénios, e os derivados luteinizados dessas células. A estrona e o estriol sdo formados
principalmente no figado a partir do estradiol. Nos homens, 0s testiculos sdo responsaveis pela
producéo de apenas 20% dos estrogénios circulantes, com o restante da producédo local pelo
tecido adiposo, cérebro, pele e 0sso, que convertem a testosterona em estrogénio através das
acOes da aromatase (COOKE, NANJAPPA, KO, PRINS, & HESS, 2017; GRUBER,
TSCHUGGUEL, SCHNEEBERGER, & HUBER, 2002)

3.4 Receptores de estrogénio o e 8

As acgdes bioldgicas dos estrogénios sdo manifestadas apenas em células que expressam
receptores de estrogénio (ER), tendo seus efeitos bioldgicos mediados por sua ligagdo a um dos
ERs estrutural e funcionalmente distintos, o receptor de estrogénio-o (ERa) ¢ o receptor de
estrogénio-p (ERp). Os ERs sdo compostos por trés dominios funcionais: o dominio do terminal
NH2 (NTD), o dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e o dominio de ligagdo ao ligante COOH
terminal (LBD). O NTD engloba um dominio de funcdo de ativacdo independente de ligante
(AF1) envolvido na ativagdo transcricional de genes alvo, e com apenas 16% de similaridade
entre ERa e ERB. O DBD ¢ altamente conservado entre ERa e ER3 com 97% de identidade de
aminoacidos e medeia a ligacdo especifica de sequéncia de ERs a sequéncias de DNA em genes-
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alvo denominados elementos responsivos ao estrogénio (ERES). Em contraste, 0s LBDs de ERa
e ERPB mostram uma identidade geral de sequéncia de aminoacidos de 59%, mas as bolsas de
ligacdo ao ligante dos dois subtipos mostram apenas pequenas diferencgas na estrutura, o que
sugere que, embora o ERf} possa se ligar aos mesmos genes alvo que o ERa, ele pode ter
diferentes ligantes especificos (ROY & VADLAMUDI, 2012; JIA, DAHLMAN-WRIGHT, &
GUSTAFSSON, 2015; OMOTO & IWASE, 2015).

Embora a maioria dos ER esteja localizada no nacleo, ha evidéncias de que uma pequena
fracdo estd localizada na membrana celular ou perto dela, na presenga ou auséncia de E2.
Classicamente, quando ligantes como o estrogénio ligam-se aos ERs, os complexos ligante-ER
dimerizam, e se ligam ao DNA em elementos de resposta sequéncia-especificas, os ERES.
Alternativamente, esses receptores (ERa podem ser metilados (M)) podem interagir com a
proteina quinase SRC, a familia de enzimas PI3K, e proteinas G (GPs) e mediar a sinalizacdo
ndo gendmica. Esta sinalizacdo através da ativacdo de cascatas de proteina quinase resulta na
fosforilacéo e ativacdo de fatores de transcri¢do de ligacdo direta ao DNA (TFs) alvo, capazes
de regular a transcricdo através do elemento de resposta (RE) do fator de transcricao.
Receptores de fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidérmico (EGFR),
incluindo ERBB?2, e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGFR), podem ativar ERK e
AKT serina/treonina quinases, que podem fosforilar e ativar ERs de maneira independente do
ligante. No nucleo, os ERs interagem com complexos multiproteicos co-ativadores (CoA) ou
co-repressores (CoR) para ativar ou reprimir a transcricdo génica, respectivamente. O nicleo
desses complexos multiproteicos é o ativo (fosforilado (P)) co-ativador ou co-repressor que
recruta proteinas co-reguladoras, como histona acetiltransferase (HAT) e ubiquitina ligase
(UL). Os ERs podem alternativamente regular a expressao génica se ligando aos ERE que estdo
proximos ao RE, que interagem ou podem interagir indiretamente com a cromatina por meio
da ligacdo ao fator de transcricdo parceiro. As etapas s@o descritas na Figura 2 (THOMAS &
GUSTAFSSON, 2011; SHANLE & XU, 2011; CHESKIS, GREGER, NAGPAL, &
FREEDMAN, 2007).

Figura 2- Acéo celular dos receptores de estrogénio
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Fonte: Thomas e Gustafsson (2011, com adaptacoes).

As diversas acOes de estrogénios e inibidores competitivos da ligacdo estrogénio-ER
nos canceres de mama, endométrio e prdstata, em combinacdo com a variacdo da proporcao
ERo/ERP nesses tecidos, indicam que os subtipos de ER tém diferentes funcdes na biologia e
terapia do cancer (MCDONNELL & NORRIS, 2002). Embora os receptores tenham DNA
semelhante, seus genes codificadores estdo em cromossomos diferentes. Ambos o0s receptores
possuem 4 dominios funcionais, o dominio de ligacdo ao DNA, o dominio de interagdo com o
ligante e proteinas reguladoras, e os dominios C e N-terminais. Dentre esses, apenas 55% da
sequéncia de aminoéacidos é compartilhada no dominio de interacdo ao ligante dos receptores,
além do alto grau de variabilidade do dominio N-terminal, levando ERa e ERp a exibirem
algumas propriedades unicas em termos de seletividade de ligante e regulacdo do gene alvo
(GRUBER, TSCHUGGUEL, SCHNEEBERGER, & HUBER, 2002). As estruturas
cristalogréficas dos receptores estdo descritas na Figura 3.

Figura 3— Receptor de estrogénio alfa (PDB: 5W9D) e receptor de estrogénio beta
(PDB: 2FSZ).
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Fonte: Imagem obtida no software Discovery Studio, 2022.

3.4.1 ERa no CM

O receptor de estrogénio alfa (ERa), ¢ um receptor de hormonio esteroide e um fator de
transcricdo que, quando ativado pelo estrogénio, ativa vias de crescimento oncogénico em
células de cancer de mama, sendo expresso em aproximadamente 70% dos canceres de mama
invasivos (WAKS & WINER, 2019).

Quando acoplado ao ligante, 0 ERa estimula 0 aumento da proteina JAG1 nas células
MFC-7, linhagem celular do CM, acarretando uma proliferacdo exacerbada destas (COSTA,
2018).

3.4.2 ERa no CP

ERa estd presente em alteracdes pré-malignas da prdstata humana e no cancer de
prostata avancado, onde exibe efeitos oncogénicos, e promove a proliferacdo e sobrevivéncia
celular de células cancerigenas (OMOTO & IWASE, 2015).

Enquanto as células luminais que expressam o ERf} em altos niveis sdo particularmente
vulneraveis e sofrem morte celular programada apos terapia de privacdo de androgénio (ADT),
radiacdo e quimioterapia, as células basais equipadas com o ERa sdo multirresistentes e
sobrevivem a tais condi¢es citotoxicas. Além disso, o tratamento crénico com testosterona +
estradiol foi incapaz de induzir HGPIN (neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau) ou
cancer de prostata quando o ERa foi eliminado em um modelo de camundongo, indicando que
um ERa funcional ¢ necessario para 0 desenvolvimento de cancer de prostata neste modelo
(BONKHOFF, 2017).
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Portanto, para esse alvo é preciso pensar em novas moléculas que sejam capazes de

antagonizar a atividade do receptor, inibindo sua acao proliferativa.

3.4.3 ERp no CM

Aproximadamente 80% das células epiteliais normais da mama expressam ER. Sua
expressao € reduzida, até mesmo ausente, durante a progressao do CM, e sua reexpressdo em
linhagens celulares de CM inibe a proliferacdo celular, promove apoptose e aumenta a eficacia
de agentes quimioterdpicos. No nivel molecular, o ERB é conhecido por inibir tanto a
transcri¢cdo de ERa induzida pelo estradiol, quanto a proliferagdo de células cancerigenas T47D
e MCF7 (JIA, DAHLMAN-WRIGHT, & GUSTAFSSON, 2015; ARNAL, et al., 2017).

Um estudo usando glandulas mamarias de ratos revelou que ERp foi expresso em 60-
70% das celulas em todos os estagios de desenvolvimento, no entanto, 90% das células que
expressam ERf nao expressaram marcadores de proliferagcio (OMOTO & IWASE, 2015).

3.4.4 ERp no CP

Usando um sistema de entrega adenoviral para induzir a expressao de ERP} em células
de cancer prostatico, foi demonstrado que o ERP tem efeitos antiproliferativo, anti-invasivo e
pré-apoptotico. A hipotese mais aceita para explicar a acdo do ERB no CP, é que a ligacdo de
3pB-estradiol ao receptor ativa 0 mesmo, e induz a apoptose pela regulacao positiva do fator pré-
apoptético p53 e regulacdo positiva do modulador da apoptose (PUMA), efeito que implica o
fator de transcricdo FOX0O3a (THOMAS & GUSTAFSSON, 2011; CHRISTOFOROU &
CHRISTOPOULOS, 2014).

Desta forma, farmacos que atuem de forma agonista nesses receptores sao favoraveis
para desenvolvimento de novas terapias que possam auxiliar ou combater o CM e CP, sendo

considerados promissores no campo da quimica medicinal.

3.5 Moduladores seletivos do receptor de estrogénio: Tamoxifeno

O tamoxifeno (TMX) antagoniza o ERo nas células mamaérias, inibindo assim o
esquema de progressdo do cancer de mama mediado pelo receptor. No entanto, é um agonista
do ERa no endométrio, o que contribui para 0 aumento do risco de cancer endometrial apds
exposicdo prolongada (SHANLE & XU, 2011).
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O composto administrado aos pacientes € o trans - tamoxifeno (como o sal citrato),
porque este isdmero tem maior afinidade pelos receptores de estrogénio do que o isbmero cis.
O TMX possui ndo apenas propriedades antiestrogénicas, mas tambeém estrogénicas,
dependendo da espécie, tecido e gene. A explicacdo para isso esta na dupla atividade exibida
pelo TMX, a atividade agonista de estrogénio do tamoxifeno pode explicar seus efeitos
favoraveis no 0sso, e nas concentracdes de lipidios no soro, e sua capacidade de estimular o
endomeétrio, e sua atividade antagonista de estrogénio no tecido mamario é responsavel por sua
capacidade de inibir o crescimento do tumor (OSBORNE, 1998).

O TMX é metabolizado principalmente por diferentes enzimas do citocromo P-450 em
seus metabolitos primarios, o N-desmetil-tamoxifeno (NDM-tamoxifeno) e o 4-hidroxi-
tamoxifeno. A partir dai, ocorre uma segunda transformacao de seus metabdlitos primarios no
metabolito ativo endoxifeno, 30 vezes mais potente que o TMX, conforme descrito na Figura 4
(SANCHEZ-SPITMAN, et al., 2019).

Figura 4— Metabolismo do tamoxifeno.

CYP3A4/5

TAMOXIFENO N-desmetiltamoxifeno

CYP2D6 CYP2D6

CYP3A4/5

4-Hidroxi-Tamoxifeno Endoxifeno

Fonte: Jordan (2007, com adaptacdes).
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Apenas 70% dos canceres de mama ERa positivos respondem ao tratamento com
tamoxifeno, e 30-40% das pacientes que recebem a terapia se tornam resistentes. Essa
resisténcia se d& de duas formas: ou pela perda espontdnea da expressdao do ERa ou pela
metilacdo anormal deste receptor. Quando isso ocorre, ha um aumento da capacidade de invaséo
celular e a perda de fungdo do supressor tumoral p53. Além disso, ha um aumento de quatro
vezes no cancer de endométrio em mulheres na pos-menopausa tratadas com tamoxifeno
(COSTA, 2018; JIA, DAHLMAN-WRIGHT, & GUSTAFSSON, 2015; JORDAN V. C.,
2003).

3.6 Acridina e seus derivados

Acridina (ACRI), juntamente com seu analogo funcional Acridona (ACRo0), € um
farmacoféforo privilegiado em quimica medicinal, com diversas aplicacdes que vao desde
intercaladores de DNA, mimetizadores de endonuclease, sensores seletivos de ions
raciométricos, inibidores de glicoproteina P no combate a resisténcia a multiplas drogas,
inibidores de enzimas, reversbes de disturbios neurodegenerativos, além de possuirem
atividades fungicida, antiparasitaria, antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e analgésica
estdo muito bem documentados na literatura (PRASHER & SHARMA, 2018; SONDHI, et al.,
2009).

Do ponto de vista estrutural, as drogas de acridina derivam de dois cromaforos, a propria
acridina e 9-hidroxiacridina ou acridona (Figura 5). A estrutura unica do anel planar permite
que os derivados de acridona atuem como intercaladores de DNA, e como inibidores das
enzimas topoisomerase ou telomerase (DEMEUNYNCK, CHARMANTRAY, & MARTELLI,
2001; GENSICKA-KOWALEWSKA, CHOLEWINLI, & DZIERZBICKA, 2017).

Figura 5 — Estrutura basica da acridina e acridona
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Fonte: Demeunynck, Charmantray e Martelli (2001).
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Estudos recentes com derivados acridinicos substituidos demonstraram sucesso em
linhagens de células de cancer. Os derivados sintetizados e purificados por Sandhi e
coladoradores (2010), apresentaram uma excelente atividade anti-inflamatdria e anti-cancer,
sendo que 5¢ (1-(2-(1H-indol-3-yl)ethyl)-3-(4-methylacridin-9-yl)thiourea) foi capaz de inibir
em 95% o crescimento de células da linhagem MCF-7 para cancer de mama. Chen e
colaboradores (2019) avaliaram a atividade antiproliferativa e antimicrobiana de hibridos
acridinicos tiossemicarbazidas (6), e apesar de exibirem uma boa atividade em outras linhagens
celulares, nenhuma molécula foi considerada ativa contra linhagens MCF-7. Novos derivados
tiossemicarbazido-acridinicos foram sintetizados por Almeida et al. (2015), e foram submetidos
a ensaios antiproliferativos contra diversas linhagens celulares, incluindo MCF-7 e PC-3
(prostata). Para todas as linhagens celulares, o derivado 3a ((Z)-2-(acridin-9-il-metileno)-N-
fenil-hidrazina-carbotiamida (3a)) foi capaz de inibir o crescimento celular de uma maneira
dependente da dose, com valores de GI50 inferiores a 10 UM para todas as linhas celulares
tumorais ( Figura 6).

Figura 6 - Derivados acridinicos substituidos
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

3.7 Derivados quinolinicos

A quinolina (Figura 7), ou l-azanaftaleno, é uma molécula aromatica azotada que

apresenta dois anéis fundidos, dos quais um é benzénico e o outro piridinico. O ndcleo
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quinolinico é considerado um ndcleo privilegiado, uma vez que é um dos principais elementos
na construcdo de compostos com atividade bioldgica. Além disso, o ndcleo quinolinico esta
presente em varios produtos naturais, especialmente em alcaloides, e é frequentemente utilizado
para o desenho de muitos compostos sintéticos com diversas propriedades farmacologicas
(DIEDRICH, 2018; KUMAR, BAWA E GUPTA, 2009).

Figura 7 — Estrutura do nucleo quinolinico.
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Fonte: Diedrich (2018, com adaptagdes).

Talvez o derivado quinolinico mais famoso atualmente seja a 7-cloro-4(4-dietilamino-
1-metilbutilamino)-quinolina, ou cloroquina (CQ). A CQ é um quimioterapico importante
devido a sua potente atividade antiparasitaria, além de acdo antipirética e anti-inflamatdria.
Além da CQ, também existem os farmacos obtidos a partir de fontes naturais, como
estreptonigrina, que possui acdo antibiotica e antineoplésica contra linfomas, melanomas e
cancer de mama, e por via sintética, como 0 imunossupressor brequinar sodico, conforme
ilustrado pela Figura 8 (PINHEIRO, BISPO, & SOUZA, 2010; SCALERCIO, 2010).

Figura 8 — Derivados quinolinicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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3.8 Derivados inddlicos

O indol, também conhecido benzopirrol, ¢ um composto quimico organico com férmula
CsH7N contendo um anel benzénico de seis membros, fundido ao anel pirrol de cinco membros
com um nitrogénio ( Figura 9), e € relatado como uma estrutura importante no campo da
quimica medicinal, com propriedades biologicas antiinflamatorias, anticonvulsivantes,
cardiovasculares e antibacterianas (KUMAR et al., 2020; RANI et al, 2004).

Vaérios derivados indélicos tem importancia clinica e estdo disponiveis no mercado,
como a ergotamina, que possui acdo de contracdo da musculatura uterina, alivio da enxaqueca,
supressdo da lactacdo e tratamento do carcinoma mamario. Além disso, novos derivados de
benzotiazol a base de indol apresentaram excelente atividade antitumoral contra células
cancerosas de mama, com destaque para o composto ( E )-1-((1-(4-clorobenzil)-1H - indol-3-
il)metileno)-4-(6((dimetilamino)metil)benzo[ d Jtiazol-2-il) semicarbazida (figura 9, (c))
(KUMARI & SINGH, 2019; MA, et al., 2015).

Figura 9 — Ndcleo inddlico e derivados.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Mediante a importancia bioldgica ja descrita na literatura desses compostos, a quimica
medicinal usa de suas ferramentas no planejamento de novos candidatos a farmacos utilizando
partes e/ou sub-estruturas desses compostos na construcdo de novos Scaffolds promissores,

seletivos e seguros.
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3.9 Estratégias de Modificacdo Molecular

3.9.1 Simplificagdo molecular

Durante o processo de otimizacdo do composto hit para a molécula prototipo, os
quimicos medicinais sempre tentam melhorar a afinidade de ligacdo ao alvo e maximizar a
poténcia in vitro das mesmas, 0 que geralmente leva a compostos com maiores pesos
moleculares e lipofilicidades, resultando em propriedades fisico-quimicas e propriedades
farmacocinéticas indesejaveis, o que aumenta a taxa de falha do medicamento final. J& que
medicamentos menos complexos sdo mais propensos a alcancar o mercado, a estratégia de
simplificacdo molecular é implementada de modo a preservar as sub-unidades farmacoféricas,
previamente identificadas no composto-protétipo eleito, e eliminar as partes da molécula que
sejam “desnecessarias” para sua interagdo com o alvo, otimizando seu perfil de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecado e toxicidade. Um bom exemplo é a quinina, um alcaldide
que originou, por simplificacdo molecular planejada, os derivados antimalaricos da classe dos
quinolinometanois, a exemplo da mefloquina (Figura 10) (WANG, DONG e SHENG, 2019;
BARREIRO, 2002).

A simplificagcdo molecular nem sempre implica numa reducédo estrutural, mas em uma

diminuicao de sua complexidade.

Figura 10 — Processo de simplificacdo molecular de origem da mefloquina
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Fonte: Barreiro (2002), adaptado.

3.9.2 Bioisosterismo Classico, ndo-classico e de anel.
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O bioisosterismo € outra estratégia da Quimica Medicinal para o desenho racional de
novos farmacos, a partir de um composto prot6tipo, como um processo especial de modificacdo
molecular. Os isosteros foram inicialmente definidos como aqueles compostos ou grupos de
atomos que possuem o0 mesmo numero de elétrons na camada de valéncia. A capacidade de um
grupo de bioisésteros de induzir atividade bioldgica semelhante tem sido atribuida a
propriedades fisico-quimicas comuns. Os bioisosteros classicos sdo aqueles que obedecem as
regras de definicdo de isosteros, e podem ser classificados em 5 categorias: 1° Atomos ou
grupos monovalentes, 2° Atomos ou grupos divalentes, 3° Atomos ou grupos trivalentes, 4°
atomos ou grupos tetrasubstituidos, 5° Anéis equivalentes (bioisosterismo de anel). Ja os ndo
classicos ndo obedecem a definicdo estérica e eletrdnica, além de ndo possuirem o mesmo
numero de 4&tomos que o substituinte, ou fracdo para a qual sdo usados como substitutos, e sdo
divididos em 1° Ciclicos e Néo-ciclicos, 2° Grupos funcionais e 3° retroisosterismo, conforme
representado na Figura 11 (PATANI E LAVOIE, 1996; LIMA E BARREIRO, 2005).

Figura 11 — Bioisdsteros classicos, ndo-classicos e de anel.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

3.9.3 Hibridizagéo Molecular

A hibridacdo molecular ¢ uma estratégia classica de conjugacdo de estruturas de
compostos bioativos distintos em uma Unica molécula, sendo uma alternativa eficaz de
arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos compostos prototipos, que mantém as
caracteristicas previamente selecionada dos compostos isolados, e normalmente demonstram

aumento da atividade farmacologica, a exemplo do benorilato, um farmaco anti-inflamatério
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obtido pela juncio entre o paracetamol, e o cloreto do acido acetilsalicilico (Figura 12) (FEIJO

etal., 2017; ARAUJO et al., 2015).

Figura 12 — Hibridizagdo molecular no Benorilato.
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Fonte: Aradjo et al. (2015), com adaptagdes.

3.9.4 Arvore de decisdo de Topliss

A arvore de decisdo de Topliss consiste em um modelo, baseado nos parametros
hidrofdbico (n) e eletrdnico (o) que possuem o0s substituintes no anel aromatico, usado para
predizer quais grupos podem ser introduzidos em determinada molécula para aumentar
significativamente sua atividade biol6gica. Uma condi¢do para a aplicacdo deste método é que
a estrutura tenha um anel aromético (LAZZAROTTO, 2000).

O método consiste na utilizacdo de uma chave para selecdo dos analogos a serem
sintetizados. A atividade de um analogo especifico é comparada com a atividade do analogo
que o precede na chave, permitindo que o nimero de compostos a ser sintetizado seja reduzido
(Figura 13) (CHIARADIA, 2010).

Figura 13 - Arvore de Decisdo de Topliss.
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Fonte: Chiaradia (2010).

Legenda: M — mais ativo; E — igualmente ativo; L- menos ativo

Além das estratégias citadas até 0 momento, temos as ferramentas in silico que vem
auxiliando no desenvolvimento de novos farmacos, pois suas aplicagfes ganham em tempo e

custo o que favorece a entrada de novos farmacos no mercado.

3.10 Estratégias in silico.

3.10.1 Docking

A metodologia de docking molecular explora o comportamento de moléculas no sitio
de ligacao de uma proteina alvo, facilitando a previsao da orientacdo mais provavel de interacdo
do ligante ao receptor para formar um complexo estavel. Com as estratégias de docking, a
drogabilidade dos compostos e sua especificidade em relagcdo a um alvo especifico podem ser
calculadas para futuros processos de otimizacdo, j& que essas informagdes sao empregadas para
prever a energia livre de ligacdo (AG = kcal/mol), e a constante de inibicdo (Ki) desses
complexos, ambos parametros que nos ajudam a determinar a afinidade da molécula pelo alvo
(PAGADALA, SYED, & TUSZYNSKI, 2017; AGARWAL & MEHROTRA, 2016).

A energia livre de ligacdo é determinada usando alguns pardmetros eletrdnicos da
interacdo entre o ligante e o receptor, dentre eles, dispersdo e repulsdo, ligacdo de hidrogénio,
dessolvatacdo, eletrostatica, energia livre de torcdo, energia final interna total e energia do
sistema nao ligado, de modo que qudo menor for a energia livre de ligacdo, mais provavel a
interacdo (AGARWAL & MEHROTRA, 2016).

Um bom exemplo do uso bem-sucedido da metodologia de docking, foi o estudo
realizado por Schames e colaboradores (2003), onde, considerando a flexibilidade do receptor
através de dindmica molecular, e utilizando o software AutoDock, foi descoberto um novo local
de ligacdo para drogas anti-HIV. Outra prova do beneficio da metodologia in silico foi a
descoberta simultdnea da mesma molécula com acéo inibidora da quinase do receptor TGF-8
(receptor beta do fator de crescimento transformador) do tipo I, de forma independente, através
de triagem virtual, e triagem enzimatica tradicional em células. A metodologia experimental
exigiu uma grande triagem virtual de uma biblioteca de compostos, e ensaios baseados em
células dependentes de TGF-B, o que exigiu muito mais tempo, e custou mais do que a
abordagem computacional (SETHI, JOSHI, SASIKALA, & ALVALA, 2020).
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3.10.2 Farmacocinética

Os dados de farmacocinética do farmaco interpretam as reacdes de absorc¢do,
distribuicdo, metabolizagdo, excrecdo e toxicidade dele. A importancia desse estudo se
concentra no fato de que a fase farmacocinética pode ter profundo impacto sobre o efeito
farmacologico, uma vez que os processos de ADME determinam a concentracdo e 0 tempo
despendido das moléculas do farmaco no seu local de acdo. Dessa forma, embora estudos da
farmacodindmica do farmaco sejam bem-sucedidos problemas farmacocinéticos dos
compostos, como baixa biodisponibilidade, duracdo de ac¢do (muito curta ou muito longa), ou
a presenca de metabdlitos ativos, pode levar a testes clinicos mal-sucedidos, sendo o principal
motivo para eliminagdo de um candidato a farmaco (PEREIRA, 2007).

Dessa forma, os pardmetros farmacocinéticos foram estimados por softwares virtuais
gratuitos, levando-se em conta os parametros considerados mais relevantes na escolha da

molécula HIT.
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4. METODOLOGIA
4.1 Planejamento dos derivados fenilmetanimino-acridinicos e 9-estiril-acridinicos

Os derivados fenilmetanimino-acridinicos foram planejados utilizando estratégias de
FBDD e SBDD, a partir de uma simplificagdo molecular do derivado tiossemicarbazido-
acridinico 3a, previamente sintetizado por Almeida e colaboradores (2015), e que demonstrou
atividade antiproliferativa promissora em linhagens de células MCF-7 e PC-3. A proposta
consiste na eliminacdo do grupamento tiossemicarbazida, levando ao derivado MAC-08 e em
seguida, foram feitas diferentes substituicdes no anel benzénico, levando a formacéo dos outros
compostos da série: MAC-01, MAC-02, MAC-03, MAC-04, MAC-05, MAC-06 e MAC-07. A
ideia de baseia em avaliar a contribuicdo da por¢do tiossemicarbazida e as contribuicdes dos
grupos substituintes para a interacdo com os alvos e o perfil farmacocinético. O planejamento
dos derivados 9-estiril-acridinicos foi feito atraves de um bioisosterismo cléssico e de anel, com
a substituicdo do grupo iminico por um grupo vinilico, seguido por substituicdes no anel
benzénico, e expansdes, levando aos derivados da série MB, como representado na Figura
14.

Figura 14 - Planejamento molecular da série MAC e MB
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.2 Docking Molecular
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O docking molecular foi realizado com os derivados fenilmetanimino-acridinicos, 9-
estiril-acridinicos, com seu precursor, o protétipo 3a, com o estradiol, e com o lasofoxifene.
Inicialmente, as moléculas foram desenhadas no ChemDraw Ultra 12.0, e a minimizacéo de
energia, pelo método de mecénica molecular minima, com o campo de forca MM2, foi feito
utilizando o Chem3D (ALLINGER, 1976). Em seguida, as estruturas do receptor de estrogénio
B cristalizada com o ligante 4-hidroxitamoxifeno (PDB ID: 2FSZ) e do receptor de estrogénio
a cristalizada com o ligante endoxifeno (PDB ID: 5W9D), foram obtidas do Protein Data Bank
(PDB), e carregadas no PyMol para remocao de moléculas de agua e ligantes co-cristalizados.

Posteriormente, os alvos foram carregados no software AutoDock Tools (HUEY &
MORRIS, 2008), para a adi¢do de hidrogénios e cargas de Gasteiger, além da mesclagem de
hidrogénios ndo polares. Logo apds, as simulacdes de docking foram feitas com a identificacao
do sitio ativo dos alvos, com os centros de grid, as dimensdes e 0 espagamento mostradas na
tabela 1.

Tabela 1 - Parametros de docking para os alvos selecionados

PDB ID Centro do Gridbox Dimensoes
5WOD | 1.461,51.987 e -20.029 | 40 x 40 x 40 A

2FSZ | 85.579, 10.436 e 23.106 | 40 x 40 x 40 A
Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Para identificacdo do sitio ativo e realizagdo dos calculos do docking, foram gerados os
mapas de energia eletrostatica, afinidade atdmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de atomos do inibidor e os atomos de residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT.

Em seguida foram gerados os calculos de interacdo utilizando o algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) (MORRIS, et al., 1998) para busca global e local nas simulagdes de
docking, através do Autodock4.2 do ADT, gerando escore baseado na Energia Livre de Ligacdo
(AG), além de simular uma Constante de Inibi¢ao Estimada (Ki). Os resultados do docking
foram analisados através do programa Discovery Studio 2017 R2 Client (SINGH & JANA,
2017).

Visto que as estruturas cristalograficas do receptor de estrogénio o (PDB ID:
5W9D) e do receptor de estrogénio B (2FSZ), estdo co-cristalizadas com os ligantes endoxifeno
(9XY) e 4-hidroxitamoxifeno (OHT) (metabdlitos ativos do tamoxifeno), respectivamente, foi

realizada a redocagem como método de validag&o.
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4.4 Perfil Farmacocinético in Silico

Para a analise farmacocinética dos compostos, foram feitas predi¢fes in silico de
parametros relevantes de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Eliminacéo, por meio dos
servicos web SwissADME (DAINA, MICHIELIN, & ZOETE, 2017), pkCSM (PIRES,
BLUNDELL, & ASCHER, 2015), ADMETIlab 2.0 (XIONG, et al., 2021) e XenoSite
(ZARETZKI et al., 2013). Dessa forma, foi possivel estabelecer propriedades de lipofilicidade,
drug-likeness, absorcéo intestinal, volume de distribuicdo, permeabilidade através da barreira

hematoencefalica, metabolismo por CYP450 e clearance renal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os derivados planejados foram baseados em fragmentos privilegiados acridinicos,
quinolinicos e indolicos, levando-se em consideracdo o prototipo 3a, utilizando técnicas de
simplificacdo, bioisosterismo e hibridizagdo molecular, que deram origem as séries MAC e MB.
Com o intuito de avaliar o sucesso desse planejamento, foram realizados estudos de
docking, de forma a selecionar os prot6tipos hit mais promissores para avaliacdo do perfil

farmacocinético.

5.1 Docking molecular

O resultado do docking molecular € interpretado em termos da energia de ligacéo
necessaria para que a provavel molécula bioativa se ligue ao sitio ativo do alvo molecular
selecionado. Dessa forma, a molécula que apresentar menor quantidade de energia necessaria
para se ligar ao sitio ativo, serd aquela que, teoricamente, apresentara melhor resultado de
atividade biolégica (BARRQOS, 2015).

A Tabela 2 descreve os resultados de docking dos derivados fenilmetanimino-
acridinicos e 9-estiril-acridinicos, dos ligantes co-cristalizados 4-hidroxitamoxifeno e
endoxifeno, do ligante enddgeno estradiol, e do antagonista Lasofoxifeno para ambos os
receptores.

Quando observamos a interacdo do ligante com o receptor em nivel atbmico, sdo 0s
elétrons que estdo envolvidos na formacdo de ligacdes covalentes ou ndo covalentes que vao
nos ajudar a entender a forca dessa interacdo. Foi possivel identificar, através do docking
molecular, que os receptores interagiram de diversas formas com os ligantes, sendo que as
interacfes mais comuns foram as do tipo pi-alquila, pi-pi em forma de T e pi-enxofre, interacGes
eletrostaticas do tipo dipolo-dipolo, além de interacdes do tipo pi-sigma, que ocorrem devido a
sobreposicdo de orbitais atdmicos pi e sigma, gerando interagdes de baixa energia. Além dessas,
as ligacGes carbono-hidrogénio, interacdo do tipo dipolo-induzido, ligagfes de hidrogénio,
ligacdes de halogénio e empilhamento amida-pi (dipolo-dipolo), e enxofre-x, uma interacao
entre um atomo de enxofre aniénico e um halogénio, em que o enxofre se comporta como um
aceitador tdo forte quanto o oxigénio, também estiveram presentes (BARREIRA E FRAGA,
2015; FOKOUE et al., 2020; HO E ANDERSON, 2021; FUKUI E FUJIMOTO, 1996).



Tabela 2 — Resultados de docking molecular em termos de energia de ligagdo (AG = Kcal/mol) e Constante de Inibig¢do (Ki).

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Legenda: nM = nanomolar; OHT = 4-hidroxitamoxifeno.

Série MAC SW9D 2FSZ Série MB SWAD 2FSZ
Composto AG Ki AG Ki Composto AG Ki AG Ki
Estradiol -9.97 | 49.35nM -9.70 77.48 nM MB-01 -10.11 38.98 -9.16 191.64
Endoxifeno -13.78 | 78.83 pM - - MB-02 -10.80 | 12.15nM -9.59 93.95 nM
OHT - - -10.22 | 32.45nM MB-03 -10.32 | 27.17nM -9.64 85.60 nM
Lasofoxifeno -14.80 | 14.12pM | -12.37 | 851.26 nM MB-04 -10.87 | 10.79 nM -9.95 51.15nM
3a -10.89 | 10.38nM | -10.50 | 19.97 nM MB-06 -10.75 | 13.26 nM -9.71 75.74 nM
MAC-01 -9.87 | 57.82nM -9.27 | 159.82 nM MB-07 -9.40 |128.02nM | -8.65 | 453.18 nM
MAC-02 -9.84 | 61.36 nM -8.76 | 380.13 nM MB-11 -10.81 | 12.01nM | -10.39 | 24.22nM
MAC-03 -9.37 |13565nM | -8.80 |357.31nM MB-12 -10.95 | 941nM | -10.22 | 32.01nM
MAC-04 -11.20 | 6.18 nM -9.88 57.05 nM MB-14 -11.97 1.68 nM -10.28 | 29.25nM
MAC-05 -10.29 | 28.83nM -9.60 92.43 nM MB-15 -11.46 3.96 nM -10.15 | 36.58 nM
MAC-06 -9.25 |165.88nM | -8.60 | 497.66 nM MB-16 -10.09 | 39.99 nM -9.17 | 190.60 nM
MAC-07 -10.25 | 30.66 nM -9.31 | 150.59 nM MB-17 -10.17 | 34.94nM -9.30 | 153.39nM
MAC-08 -9.66 | 83.25nM -8.85 | 323.77 nM
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Para o receptor de estrogénio beta (2FSZ), quando observamos as interagcdes do seu
ligante endogeno estradiol com o alvo, e os padrdes dos outros dockings realizados, percebemos
uma sequéncia de pelo menos 5 aminoécidos em comum entre os ligantes dockados, com cada
ligante interagindo com pelo menos 3 desses. S&o eles: Alanina 302, Leucina 298, Leucina 339,
Leucina 343 e Fenilalanina 356. Também foi identificada uma ligacdo com a metionina 336,
que para o estradiol, um agonista do receptor, é do tipo pi-alquila, mas para todos os outros
ligantes antagonistas testados, é do tipo pi-enxofre. A interacdo do tipo pi-enxofre com a
metionina 336 aparece no protdtipo 3a, e em MAC-02, MB-15, MAC-04, MAC-06, MB-11 e
MB-14, ela também esta presente em MAC-07, mas se apresenta como pi-alquila. Sun e
colaboradores (2003), concluiram que MET 336 em ERp, ¢ amplamente responsavel pela
seletividade da diarilpropionitrila para o receptor, sendo, portanto, uma interacdo importante
para o alvo.

J& para o alvo receptor de estrogénio alfa (5W9D), a sequéncia determinada de
aminodacidos “essenciais” é Leucina 525, Leucina 384, Metionina 421, Leucina 346 e Alanina
350, com cada molécula interagindo com pelo menos 3 dentre 0s 5 aminoacidos. Outra
sequéncia de aminoacidos gque parece importante para a interagdo com esse alvo, e ndo aparece
no ligante enddgeno, mas sim no antagonista endoxifeno, é Asparagina 532, Valina 533,
Treonina 347, Metionina 343 e 388, e Leucina 387. Pelo menos 2 desses 6 também estdo
presentes nas interacdes das moléculas planejadas.

De maneira geral as moléculas da série MB parecem ter sido capazes de atender aos
requisitos estereoquimicos e eletrénicos de ambos os alvos de uma maneira melhor, com valores
de energia de ligacdo menores. Se compararmos os dockings de MAC-08 e MB-01 (MAC-08:
-8.85 kcal/mol; MB-01: -9.16 kcal/mol), os derivados ndo substituidos de cada série, as imagens
mostram um padrdo quase idéntico de ligagbes com aminoacidos, e embora a substituicdo do
radical =CH- pelo =N- em MAC-08 tenha proporcionado a interacdo extra com o aminoacido
fenilalanina 356, MB-01 obteve distancias de interagdes menores, 0 que explica a melhor
interacdo com o alvo 2FSZ. Para o alvo 5W9D (MAC-08: -9.66 kcal/mol; MB-01: -10.11
kcal/mol), a razdo parece se concentrar no fato de que MB-01 obteve intera¢cdes mais favoraveis
com o0s aminoacidos leucina 346, com quem interagiu em uma ligacdo pi-sigma, ao invés da
interacdo carbono-hidrogénio de MAC-08, e metionina 421 (pi-enxofre, ao invés de pi-alquil)
(Figura 15).
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Figura 15 — Dockings das moléculas MB-01 e MAC-08 para os alvos 2FSZ e

5W9D e distancias em A.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).

Legenda: Rosa claro — Pi-alquila; Laranja — Pi-enxofre; Verde — Van der waals; Azul-claro:Carbono-

hidrogénio; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi em forma de t

Ao compararmos os dockings dos derivados com substituicbes de halogénios, -Cl em
MAC-02 e MB-02, e -F em MAC-03 e MB-03, observamos que as moléculas com a

substituicéo do cloro obtiveram melhores resultados de interagdo com o receptor 5W9D (em
relagdo a MAC-03 e MB-03) (MAC-02: -9.84; MB-02: -10.80; MAC-03: -9.37; MB-03: -10.32
kcal/mol), enquanto as moléculas com Fluor se sairam melhor no receptor 2FSZ (em relagéo a
MAC-02 e MB-02) (MAC-02: -8.76; MB-02: -9.59; MAC-03: -9.37; MB-03: -9.64 kcal/mol).

Assim, suas interagdes com cada receptor precisam ser analisadas individualmente.

Embora MAC-03 e MB-03 tenham sido capazes, devido a presenca do atomo de fldor,

de estabelecer ligacdes de hidrogénio e de halogénio, para o receptor 5W9D em especifico, isso
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ndo parece ser tdo relevante. Primeiramente, as ligacdes de halogénio ndo apresentam uma
influéncia energética significativa, ja que séo do tipo dipolo-dipolo, assim como as interacfes
pi-alquila, e embora a ligacdo de hidrogénio tenha bastante influéncia energética, a afinidade
dos ligantes com o receptor parece estar mais associada a sequéncia de aminoacidos Asparagina
532, Valina 533, Treonina 347, Metionina 343 e 388, e Leucina 387, citados anteriormente. Por
exemplo, o ligante enddgeno estradiol (Apéndice B), possui duas interacdes do tipo ligacdo de
hidrogénio com o receptor, mas seu valor de energia de ligagdo é inferior aos antagonistas
sintéticos do receptor, e a varias das moléculas planejadas, todos 0s quais possuem ligagdo com
algum dos aminodacidos dessa sequéncia. Valina 533 e Metionina 343 sdo os aminoacidos com
0s quais MAC-02, MAC-03, MB-02 e MB-03 interagem em comum, e a partir da avaliacdo das
interacOes das outras moléculas da série com VAL 533 e MET 343, € possivel estabelecer que
as ligagdes pi-alquila parecem ser mais favoraveis para o aminoacido VAL 533, enquanto MET
343 parece estabelecer interacbes melhores com ligagfes do tipo pi-enxofre, padrdes para as
outras moléculas planejadas que interagem com esses (Figura 16).

Em relacdo a maior afinidade da série MB com o alvo em relacdo a série MAC, isso
também pode ser explicado utilizando a mesma sequéncia de aminoacidos anterior. MB-02
interage com MET 343 através de uma interacdo pi-enxofre, versus pi-sigma de MAC-02.
Enquanto MB-03 interage com um aminoacido extra da sequéncia, ASN 532, interagindo
melhor com o receptor em relacdo a MAC-03 (Figura 16).

Quanto ao receptor 2FSZ, MAC-03 e MB-03 exibiram menor energia de ligagdo com o
receptor pelo fato de interagirem com uma sequéncia de aminoacidos muito maior, MAC-03
(10 interacdes) e MB-03 (11 interacGes), em relacdo a MAC-02 e MB-02, com 7 interacGes
cada. Isso também explica a melhor energia de ligacdo de MB-03 com o alvo em relacdo a
MAC-03, ja que possui mais interaces. A melhor interacdo de MB-02 com o alvo em relagédo
a MAC-02 parece estar associada ao fato de que interage com toda a sequéncia de aminoacidos
“essenciais” (aminoacidos em comum com o ligante endogeno) do alvo, que séo 5, enquanto
MAC-02 interage com apenas 4 (ndo interage com a LEU 339) (Figura 16).

Figura 16 - Dockings das moléculas MB-02, MAC-02, MB-03 e MAC-03 para os alvos
2FSZ e 5W9D.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Verde: Ligacdo de hidrogénio; Azul-claro: Carbono-

hidrogénio; Azul: ligacdo de halogénio; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi em forma de t. Roxo: pi-sigma.

E importante destacar que os substituintes -Cl e -F sdo bioisdsteros ndo classicos do -H,
0 que significa que esses atomos tém propriedades fisico-quimicas e bioldgicas em comum,
assim, as moléculas 02 e 03 de cada série foram planejadas, seguindo a arvore de decisdo de
topless, com o objetivo de aumentar a poténcia do protétipo ndo substituido da série. Sabemos
que a sequéncia crescente de eletronegatividade é H < Cl < F, no entanto, esse aspecto eletrénico
dos substituintes ndo parece ser tdo relevante para a interagdo com nenhum dos receptores, ja
gue ndo houve uma relacdo crescente ou decrescente clara entre a afinidade das moléculas, e a
troca pelo substituinte mais ou menos eletronegativo. Assim, a modificacao bioisostérica parece
ter sido mais bem sucedida com os derivados da série MB, na qual MB-02 e 03 obtiveram
melhores resultados de energia de ligagdo com ambos os receptores. De fato, as substitui¢cdes
(por -F e -Cl) na série MAC foram desfavoraveis a interacdo com 2FSZ e 5W9D, ja que, exceto
por MAC-02 em 5W9D, todas as moléculas substituidas (substitui¢ces -Cl e -F) apresentaram
menor afinidade com os alvos. E possivel que diferencas entre o grupo vinilico da série MB, e
o radical iminico na série MAC, tenham implicacdo nessas interacdes desfavoraveis.

Os derivados com dupla substituicdo de Cloro, MB-04 e MAC-07 apresentaram bons
resultados de energia de ligacao para ambos os receptores. Para 5W9D (MB-04: -10.87; MAC-

07: -10.25 kcal/mol) o sucesso de ambas as moléculas esta relacionado com a interacdo de

LEU
B:349
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ambos com 3 dos aminoéacidos tidos como importantes para a afinidade com o receptor (ALA
350, LEU 525 e MET 421), sendo que MB-04 possui distancias de interacdo menores. J& em
2FSZ (MB-04: -9.95; MAC-07: -9.31 kcal/mol) as afinidades parecem estar associadas a dois
fatores diferentes, MB-04 interage com pelo menos 11 amino&cidos do sitio de ligagéo do alvo,
justificando sua baixa energia de ligacdo, para MAC-07 a afinidade parece estar ligada a sua
interacdo com o residuo de aminoécido Metionina 336. E valido destacar que essa interaao é
do tipo pi-alquil, assim como no estradiol, o que pode indicar que MAC-07 tem acéo agonista

dos receptores (Figura 17).

Figura 17 - Dockings das moléculas MB-04 e MAC-07 para os alvos 2FSZ e 5W9D e
distancias em A.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).

Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma.

MB-06 e MAC-01 tiveram um -H de seu anel substituido por uma metoxila, o que foi

favorével para a interagdo com ambos os receptores. Ambas as moléculas interagem através de
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uma ligacdo enxofre-x com o aminoacido metionina 295 no receptor 2FSZ, além de outros 10
residuos de aminoacidos, o que favorece a afinidade com o alvo. A melhor interacdo de MB-06
com o alvo, em relagdo a MAC-01 (MB-06: -9.71; MAC-01: -9.27 kcal/mol), parece estar
relacionada as menores distancias de ligacdo com os residuos de aminoécidos Leucina 476,
interacdo que compartilham com o prot6tipo 3a, e as isoleucinas 373 e 376, interagcBes que
compartilham com os antagonistas lasofoxifeno e 4-hidroxitamoxifeno, respectivamente. Para
o0 alvo 5W9D (MB-06: -10.75; MAC-01: --9.87 kcal/mol), a maior afinidade de MB-06 esta
associada com o fato de que esta interage com 4 dos aminoécidos principais da série (MET 421,
ALA 350, LEU 525 e THR 347), contra 2 interagdes ( ALA 350 e LEU 525) de MAC-01, como
demonstrado na Figura 18.

Figura 18 - Dockings das moléculas MB-06 e MAC-01 para os alvos 2FSZ e 5W9D e
distancias em A.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi
em forma de t; Verde: Ligagdo de Hidrogénio; Azul-claro: Carbono-hidrogénio; Verde-claro: Van der

Waals; Vermelho: Enxofre-x.
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A adicdo do substituinte NO2, em MB-07 e MAC-05 provocou resultados
completamente opostos nos derivados. Enquanto a adicdo em MAC foi relativamente positiva
para a interacdo com os alvos, MB-07 exibiu a menor atividade entre todas as moléculas da
série, incluindo o derivado ndo substituido MB-01. Além disso, MAC-06, que possui um
substituinte NO2 e um grupo metoxila, bastante semelhante a MAC-05, também exibiu uma
energia de ligacdo bastante inferior 8 MAC-05.

Os bons resultados de MAC-05 sdo mais simples de explicar. Em 2FSZ (MAC-05: -
9.60 kcal/mol) ela interage com Leucina 476, interacdo que compartilha com 3a, isoleucina 376
e arginina 346 (ligacdo de hidrogénio), comum com o 40HT, isoleucina 373, do lasofoxifeno,
além da metionina 295, interacdo em comum com o estradiol. Dentre esses, MAC-06 e MB-07
(MAC-06: -8.60; MB-07: -8.65 kcal/mol) ndo compartilham as interacbes com ARG 346, e ILE
373 e 376, além de possuirem ligacGes consideravelmente mais distantes com LEU 476 (3.80
A MAC-05; 5.05 MAC-06; 5.56 MB-07), ALA 302, LEU 298, LEU 339 e LEU 343, como
visto na Figura 19.

Figura 19 - Dockings das moléculas MB-07, MAC-05 e MAC-06 para os alvos 2FSZ
e 5W9D e distancias em A.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).

Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi

em forma de t; Verde: Ligagdo de Hidrogénio; Azul-claro: Carbono-hidrogénio.



48

A auséncia dessas interacdes, além da maior distancia entre elas, é causada pela posicédo
de MB-07 e MAC-06 no receptor em relagdo a MAC-05. E possivel observar que a adi¢o do
grupo metoxila (MAC-06), assim como a auséncia da amina (MB-07), provocou rotagdo do
anel benzénico, assim como do grupamento -NO., no posicionamento com o receptor, 0 que
prejudicou sua interacdo (Figura 20).

Figura 20 — Sobreposicdo de MAC-05 (vermelho), MAC-06
(azul) e MB-07 (amarelo) no alvo 2FSZ.

MAC-06 MB-06

Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).

Com 5W9D (MAC-05: -10.29 kcal/mol), além dos aminoacidos essenciais para o
receptor, MAC-05 interage também com prolina 535, em comum com o lasofoxifeno. Nem
MAC-06 nem MB-07 (MAC-06: -9.25; MB-07: -9.40 kcal/mol) foram capazes de interagir com
PRO 535, e sua interacdo com MET 343 é mais distante em relagdo a MAC-05, além de
possuirem menos liga¢des com o alvo (Figura 19).

O anel piperazinico com um substituinte -CHs foi o substituinte escolhido para as
moléculas MAC-04 e MB-15 e as transformou em duas das moléculas mais promissoras em
ambas as séries. Em 5W9D (MAC-04: -11.20; MB-15: -11.46 kcal/mol) ambas as moléculas
interagem com 8 aminodacidos essenciais para a série (ALA 350, LEU 525, MET 421, ASN
532, THR 347, VAL 533, MET 343 e 388), sendo que 3 dessas intera¢des sdo feitas com o anel
piperazinico, além de apresentarem duas interagdes em comum com o lasofoxifeno. MB-15
especificamente interage com fenilalanina 304, interacdo que compartilha com o estradiol, o
que explica sua maior afinidade ao ligante.

Para 2FSZ (MAC-04: -9.88; MB-15: -10.15 kcal/mol), a afinidade é resultante da
interacdo de ambas as moléculas com a metionina 336, mencionada anteriormente. E importante
destacar que ambas as moléculas interagem com o MET 336 através de uma ligacéo pi-enxofre,
0 que parece indicar uma atividade antagonista para os receptores. As distancias de interacdo

para MB-15 sdo menores, 0 que justifica sua maior afinidade, como visualizado na Figura 21.
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Figura 21 - Dockings das moléculas MB-15 e MAC-04 para os alvos 2FSZ e 5W9D e

distancias em A.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi
em forma de t; Azul-claro: Carbono-hidrogénio.

O planejamento de MB-11 foi feito por meio de hibridizacdo molecular com adicéo do
nacleo indol ao derivado acridinico. Para avaliar a importancia do nicleo para a interagdo, MB-
16 foi planejada a partir de MB-11 com a retirada do anel benzénico, permanecendo apenas o
anel pirrol. A auséncia do anel benzénico levou MB-16 a exibir um desempenho de interacdo
com o alvo inferior ao derivado ndo substituido da série, enquanto MB-11 esteve entre as
moléculas mais bem sucedidas para ambos os receptores, considerando as imagens de docking,
o0s posicionamentos gerados pelos nucleos indol e pirrol levaram a interagfes com aminoacidos
diferentes. Em 5W9D (MB 11: -10.81; MB-16: -10.09 kcal/mol), MB-11 exibe 4 interagdes
(MET 343, ALA 350, LEU 346, LEU 525) com os aminoacidos essenciais da série, além de
uma interacao extra com leucina 391, em comum com o lasofoxifeno, que néo esta presente em
MB-16. Para 2FSZ (MB 11: -10.39; MB-16: -9.17 kcal/mol), a presenca do nucleo inddélico
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em MB-11 permitiu a interacdo da molécula com o aminoacido MET 336 (pi-enxofre),
importante para o alvo, enquanto MB-16 ndo foi capaz de interagir com o residuo (Figura 22).
Figura 22 - Dockings das moléculas MB-11 e MB-16 para os alvos 2FSZ e 5W9D.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi

em forma de t; Azul-claro: Carbono-hidrogénio; Verde: Ligacdo de hidrogénio.

J& a hibridizacdo de MB-12 foi feita através da juncdo do nucleo quinolinico aos
derivados acridinicos. MB-17 também foi planejada para avaliar a importancia do anel
benzénico do ndcleo para interagdo com o alvo. Na interacdo com 2FSZ (MB 12: -10.22; MB-
17: -9.30 kcal/mol), a retirada do anel benzénico, com permanéncia unicamente do anel
piridinico, provocou a perca, de forma direta ou indireta, de 5 interacbes com o receptor,
incluindo leucina 339, fenilalanina 356, glutationa 305, leucina 301 e histidina 475, o que
explica a diferenca entre a energia de ligacdo de MB-12 e MB-17 com o alvo. Em 5W9D (MB
12: -10.95; MB-17: -10.17 kcal/mol), a retirada do anel benzénico provocou perda de uma
interacdo com o alvo. Além disso, MB-12 também exibiu uma interacdo com leucina 354
(lasofoxifeno), que MB-17 néo foi capaz de estabelecer como visto na Figura 23.

Figura 23 - Dockings das moléculas MB-12 e MB-17 para os alvos 2FSZ e 5W9D.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Laranja-escuro: pi-anion; Roxo: pi-sigma; Rosa-
escuro: empilhamento pi-pi em forma de t; verde-claro: Van der Waals; Verde: Ligacdo de hidrogénio.

Dessa forma, a hibridizac¢do do nucleo acridinico com os nucleos quinolinico e inddélico
foi bem-sucedida e gerou candidatos com um excelente grau de afinidade pelo receptor. A
simplificacdo desses ndcleos, no entanto, com permanéncia do anel pirrol (MB-16) e piridina
(MB-17) levou a perca da estabilidade do complexo ligante receptor, obtendo maiores energias
de ligacdo. Quando comparamos 0s AG obtidos por MB-16 e MB-17, notamos, no entanto, que
MB-17 ainda possui uma interacdo melhor com o receptor quando comparado ao prototipo nao
substituido da série, MB-01, o mesmo nédo pode ser dito de MB-16. Portanto, podemos dizer
que sdo mais favoraveis a interagdo com o receptor 0s seguintes anéis em ordem crescente Pirrol
< Benzeno < Piridina.

Por fim nés temos MB-14, em que a substituicdo do anel benzénico é um anel
piperazinico ndo substituido, bastante similar a MB-15. A ndo substituicdo de -H no anel
piperazinico permitiu a MB-14 (MB-14: -10.28 kcal/mol) o estabelecimento de 3 novas

ligacdes com 2FSZ, quando comparada a MB-15, com destaque para a ligacdo de hidrogénio
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estabelecida com o aminoécido aspartato 303, interagdo que compartilha com o lasofoxifeno,
além de sua interacao pi-enxofre com MET 336, 0 que explica a boa previsdo para sua interacdo
com o receptor. Em 5W9D (MB-14: -11.97 kcal/mol), a 6tima energia de ligacdo de MB-14
pode estar associada a sua capacidade de estabelecer com asparginina 532, um dos aminoacidos
essenciais, uma ligacdo de hidrogénio (Figura 24).

Figura 24 - Docking da molécula MB-14 para os alvos 2FSZ e 5W9D.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Discovery Studio (2022).
Legenda: Rosa claro: Pi-alquila; Laranja: Pi-enxofre; Roxo: pi-sigma; Rosa-escuro: empilhamento pi-pi
em forma de t; Verde: Ligacdo de hidrogénio; Azul-claro: Carbono-hidrogénio.

A simplificacdo molecular do protdtipo 3a foi em geral bem-sucedida. Embora nenhuma
das moléculas das séries derivadas tenha sido capaz de superar a energia de ligagdo estabelecida
por 3a com o receptor 2FSZ, MB-11 e 14 obtiveram resultados bastante préximos, e que
superam a energia de ligacdo do estradiol e do 40HT. Ja em 5W9D, MAC-04 e MB-12, 14 ¢
15 obtiveram melhores resultados de energia de ligagdo com o receptor quando comparados ao
derivado 3a. Sendo essas, portanto, consideradas as moléculas mais promissoras em relagdo ao

perfil dindmico.

5.2 Perfil Farmacocinético

Baseado nos resultados de docking, foram selecionadas 7 moléculas mais promissoras,
sendo 3 da série MAC e 4 da série MB, para predicdo e andlise das propriedades
farmacocinéticas. Sdo elas: MAC 04,05e 07,e MB 11, 12, 14 e 15. Idealmente, as propriedades

farmacodindmicas como poténcia, afinidade e seletividade, além de propriedades
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farmacocinéticas devem ser consideradas conjuntamente, facilitando a eliminagdo de
candidatos com propriedades inadequadas, e direcionando para a escolha da melhor molécula
hit (GUIDO & ANDRICOPULO, 2008).

5.2.1 Absorcéo, Distribuicdo, Excrecéo e Toxicidade.

Para determinar a molécula com melhores caracteristicas farmacocinéticas, foram
considerados dados de absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo, toxicidade e eliminacdo. A
Tabela 3 retne os dados considerados relevantes para nosso estudo das moléculas planejadas,
do prototipo do qual elas se originaram, e do antagonista 4-hidroxitamoxifeno, que sera usado
como referéncia de droga comercial.

O drug-likeness (DL) informado na tabela foi calculado pelo software ADMET]Iab,
considerando propriedades como massa molecular, log P, nimero de doadores e receptores de
hidrogénio, nimero de liga¢c6es rotacionais, nUmero de anéis aromaticos, e grupos funcionais
considerados indesejaveis. Compostos com pontuacGes mais altas segundo essa medicéo, sdo
considerados mais atraentes quanto a seu perfil farmacocinético (BICKERTON, PAOLINI,
BESNARD, MURESAN, & HOPKINS, 2012). As regras de Lipinski, Ghose, Veber, Egan e
Muegge também consideram parametros que sdo mais favoraveis para uma boa farmacocinética
da droga. Aqui, usaremos como referéncia o DL de 4-OHT, considerando que é uma droga
comercial conhecida e destinada aos nossos alvos.

O log de P é um padrdo de medicédo da capacidade do farmaco de permear a membrana,
e se ligar hidrofobicamente a moléculas, incluindo o receptor alvo, bem como outras proteinas
como proteinas plasmaticas, transportadores ou enzimas metabolizadoras. Calculado pelo
logaritmo do coeficiente n-octanol/agua, € uma medicdo importante para determinar a
farmacocinética de um farmaco. Os farmacos hidrofébicos com altos coeficientes de particdo
sdo distribuidos preferencialmente em compartimentos hidrofébicos, como as bicamadas
lipidicas das ceélulas, enquanto os farmacos hidrofilicos (baixos coeficientes de parti¢do)
localizam-se preferencialmente em compartimentos hidrofilicos, como o plasma sanguineo
(KUJAWSKI, 2012).



Tabela 3 — Dados de farmacocinética das moléculas com afinidade mais promissoras, do prototipo 32, e do antagonista 4-OHT.

MAC-04 MAC-05 MAC-07 MB-11 MB-12 MB-14 MB-15 3a 40HT
DL 0.375 0.229 0.301 0.395 0.365 0.520 0.450 0.242 0.503
Log P 5,45 4,64 6,52 5,27 5,81 5,39 5,77 5,39 5,38
Lipinski Néo Sim Nao N&o N&o N&o Nao Néo N&o
Ghose Sim Sim Néo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Veber Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Egan Sim Sim Néo Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Muegge Sim Sim Néo Sim Sim Né&o Sim Sim Sim
Al 98.67% 97.43% 95,68% 98,67% 100% 98,21% 98,18% 90,18% 93,54%
SgP Sim Sim Né&o Sim Sim Sim Né&o Sim Sim
IgP Sim Sim Sim Sim Néo Sim Sim Sim Sim
(I_\//IEg) 2.88 0.796 1.777 2.88 1.409 1.665 3.017 1.458 1.745
LPP 96,37% 98,8% 99,15% 96,37% 98,62% 95,25% 96,62% 99,3% 95,62%
PBH Sim Sim Néo Sim Sim Sim Sim Né&o Sim
Clearence
(ml/min/kg) 4.503 2.364 3.120 4.503 2.487 3.460 4.523 1.181 10.083
HT Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Né&o
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: DL: drug-likeness; Al: Absorc¢do intestinal; SgP: Substrato da glicoproteina P; IgP: Inibidor da glicoproteina P; VVD: volume de distribuicdo; LPP: ligacdo as

proteinas plasmaticas; PBH: Permeacdo da barreira hematoencefalica; HT: hepatotoxico.
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Os valores ideais de log P apresentam-se entre 1 e 5. Valores abaixo de 1 representam
baixa lipofilicidade e, portanto, baixa capacidade de atravessar as membranas celulares. Quando
os valores se apresentam acima de 5, isto representa uma alta capacidade da molécula de
apresentar toxicidade, além de baixa hidrossolubilidade (KUJAWSKI et al., 2012; SANTOS et
al., 2018). Embora todas as moléculas tenham apresentado coeficientes de particdo
considerados altos, tomando por referéncia o valor apresentado pelo 4-OHT, MAC-05, e MB-
11 e 14 apresentaram resultados satisfatorios, e que ndo necessariamente indicam toxicidade
iminente.

As informac6es sobre absorcdo intestinal, volume de distribuicdo, ligacdo a proteinas
plasmaticas e clearance, nos ajudam a determinar se a droga permanecera no organismo por
tempo suficiente para exercer sua fun¢do. Considerando os logs de P indicativos de um caréter
mais lipofilico dessas moléculas, a boa absor¢ao dessas moléculas ja é esperada.

O volume de distribuicdo (\Vd) é uma medicdo da concentracado inicial do farmaco na
corrente sanguinea. O Unico propdsito deste parametro € relacionar a quantidade (Kg) e a
concentracdo do farmaco no corpo em um determinado momento. Quanto maior o valor de Vd,
maior € a extensdo em que a droga €é distribuida nos tecidos do corpo, 6rgdos ou ambos. Além
disso, como os tecidos do corpo, as membranas bioldgicas e os 6rgdos sdo de natureza lipofilica,
o valor de V esté correlacionado com a lipofilicidade do farmaco, com valores ideais entre 0.04-
20 kg/L. (LEMKE, WILLIAMS, ROCHE, & ZITO, 2013).

Uma proporcdo das moléculas do farmaco que chegam ao plasma liga-se as proteinas
plasmaticas através de interacBes reversiveis, com as moléculas de farmaco livre e ligado
estabelecendo um equilibrio dindmico no corpo. A ligacédo a proteinas plasmaticas (LPP) pode
ser prejudicial ou auxiliar para os farmacos, ja que como as proteinas plasmaticas nao podem
deixar os capilares, a propor¢do do farmaco ligado a essas proteinas também fica confinada,
sendo incapaz de atingir seu alvo, mas farmacos ligados a proteinas também estéo protegidos
contra a metabolizacédo e excrecdo, o que significa que esses pode ter tempos de meia-vida mais
longos, exercendo seu efeito por mais tempo (THOMAS, 2007).

A depuracado (Clearance) é o volume de sangue em uma regido definida do corpo que €
depurado de um medicamento em unidade de tempo. Por exemplo, o clearance renal é o volume
de sangue que passa pelo rin, e que é “livrado” do farmaco, em unidade de tempo. Em outras
palavras, a depuracao € o parametro que relaciona a taxa de eliminacdo de um farmaco de uma
regido definida do corpo, com a concentracdo plasmatica desse farmaco. A depuracdo de
farmacos lipofilicos ocorre por metabolismo hepético (clearance hepéatica ou hepatobiliar),
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enquanto os hidrofilicos sdo substratos de depuracdo renal (clearance renal) (LIMA, 2015;
THOMAS, 2007). Resultados menores do que 5 ml/min/kg sdo considerados baixos, embora
esses ndo sejam dados considerados ruins. E possivel que o baixo clearance das moléculas esteja
relacionado & sua alta LPP

A existéncia da barreira hematoencefalica (BHE) torna possivel projetar medicamentos
que irdo atuar em varias partes do corpo (por exemplo, o coracao) e nédo ter atividade no cérebro,
reduzindo assim quaisquer efeitos colaterais do sistema nervoso central (SNC). No entanto,
considerando a hidrofobicidade da camada protetora, farmacos lipofilicos, como as moléculas
planejadas, sdo capazes de cruza-la, o que pode levar a efeitos colaterais indesejados
(PATRICK, 2015). Embora todos os prototipos tenham sido capazes de atravessar a BHE, essa
caracteristica também esta presente no farmaco comercial 4OHT, e provavelmente ndo vai
interferir negativamente em testes subsequentes.

A glicoproteina-P (Pgp) é um tipo de glicoproteina cuja presenca estéa relacionada a
expressao do gene MDR1 em mamiferos, e é responsavel pelo efluxo celular de diversas drogas,
gerando resisténcia maltipla. As glicoproteina-P s@o as mais importantes e conhecidas como
promotoras do efluxo de quimioterapicos. Alguns farmacos atuam como substrato dessa
proteina, e sdo transportados por ela, enquanto outros (ou os mesmos), atuam como inibidores,
e sdo capazes de se ligar a ela blogueando o transporte dos farmacos para fora da célula
(HUBER, MARUIAMA, & ALMEIDA, 2010). Dessa forma, é importante destacar que MAC-
07 e MB-15 apresentaram uma caracteristica desejavel em moléculas, elas ndo sdo substrato da
Pgp, mas inibem a acdo da glicoproteina, podendo, além de atuar separadamente, serem
associadas a outros antineoplasicos para combater esse mecanismo de resisténcia.

5.2.2 Metabolismo

O metabolismo de farmacos compreende o conjunto de reacGes enzimaticas que
biotransformam farmacos e outros compostos xenobi6éticos em metabdlitos mais polares, para
que sejam excretados pela urina, impedindo que estes compostos permanegam por tempo
indefinido no nosso organismo. As rea¢fes metabdlicas sdo divididas em fase 1 (oxidagé&o,
reducdo e hidrolise) e fase 2 (conjugacao). Os produtos de degradacdo (metabdlitos), por sua
vez, podem ser inativos ou ativos (PEREIRA, 2007).

Quanto as enzimas envolvidas nesse metabolismo, a analise da natureza dos complexos
enzimaticos envolvidos no metabolismo de fase 1 revela o predominio de enzimas oxidativas,
entre as quais a superfamilia de hemeproteinas citocromo P450. A CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4, em conjunto, correspondem a cerca de 90% do

metabolismo oxidativo dos farmacos disponiveis no mercado farmacéutico mundial. Dessa
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forma, um farmaco que seja capaz de inibir a acdo dessas proteinas, tem chances maiores de
causar um evento de interacdo medicamentosa e toxicidade, ja que pode interferir no
metabolismo de outros farmacos que sejam usados pelo paciente (Tabela 4) (LIMA, 2015).
Conforme mostrado na Tabela 4, as moléculas inibem pelo menos 3 dentre as 7
hemeproteinas essenciais para 0 metabolismo, em que MB-14 atuou como inibidor em 6 delas,
0 que indica altas chances de interacdo medicamentosa com outros farmacos. MB-15, no

entanto, apresentou 0 menor namero de inibicdes, apenas 3.



Tabela 4 — Dados de metabolismo das moléculas planejadas com hemeproteinas da CYP450.

CYP2D6 CYP3A4 CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4

Molécula I S I S I S I S I S I S I S
MAC-04 Né&o Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim
MAC-05 Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Nao Sim Sim Nao Sim Sim Nao
MAC-07 Né&o Néo Nao Sim Sim Né&o Sim Nao Sim Sim Sim Sim Nao Néo
MB-11 Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim
MB-12 Sim Sim Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao
MB-14 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim
MB-15 Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Sim Sim
3a Nao Sim Sim Nao Sim Nao Sim Nao Nao Sim Nao Sim Sim Nao
A40HT Sim Sim Nao Sim Sim Sim Nao Sim Nao Sim Sim Sim Nao Sim

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Legenda: I: inibidor; S: Substrato.
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A previsdo do Xenosite foi utilizada para determinar os possiveis pontos para
metabolismo de Fase | e Fase Il das moléculas, com as zonas azul-escuras, verde e vermelha
indicando a possibilidade crescente do metabolismo ocorrer naquele ponto. A principal reacao
de metabolismo de primeira fase prevista foi a N-desalquilacdo, um tipo de reagéo de oxidacéo
que ocorre com moléculas que possuem carbonos alfa-heteroatomos ligados ao enxofre,
oxigénio ou nitrogénio, culminando na perca do grupo alquila ligado ao nitrogénio, ela esteve
presente em MAC-04, e MB-14 e 15, além da epoxidacao sofrida por MB-11 e MB-12. Outra
reacdo de oxidagéo presente foi a de MAC-07, na qual a oxidacgdo da ligagdo insaturada do
grupamento imina provoca a quebra da dupla ligacdo, e adicdo de uma hidroxila. A reagéo
metabdlica de reducéo sofrida por MAC-05 promove modificacdo na estrutura do substrato por
adicdo de hidrogénio em sistemas contendo duplas ligacGes, catalisando a reducdo do grupo
nitro ao metabdlito amina (LIMA, 2015).

Reac0es de fase Il, como dito anteriormente, sdo reacdes de conjugacéo, o que significa
que elas ocorrem de formar a conjugar, atravées de catalise enzimatica, uma molécula endégena
de elevada polaridade ao farmaco, originando conjugados mais hidrossollveis, que séo
excretados na urina. Para essas moléculas, as reacdes ocorridas foram as de glicuronidacgéo e
conjugacdo com a glutationa (LIMA, 2015).

Figura 25 — Pontos de metabolismo e possivel metabélito de MAC-04.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

Figura 26 — Pontos de metabolismo e possiveis metabdlitos de MB-14.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

Figura 27 — Pontos de metabolismo e possiveis metabdlitos de MB-15.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

Figura 28 - Pontos de metabolismo e possiveis metabolito de MAC-05.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

As imagens 25, 26, 27 e 28 descrevem as rotas metabdlicas de MAC-04 e 05, além de
MB-14 e 15, através das rea¢des de N-desalquilagéo e reducdo. Os metabdlitos principais foram
submetidos ao software ADMET Lab, e os resultados indicaram melhores valores de Clearence,
0 que faz sentido devido a maior hidrofilicidade dos compostos, e demonstraram chances
grandes de apresentarem efeito carcinogénico. E valido destacar que MB-15 provavelmente
sofre N-desalquilagdo no carbono 29 (carbono extra) primeiro, dessa forma gerando outro
metabolito ativo, MB-14.

MB-11 e MB-12 por outro lado, vao sofrer reacédo de epoxidacgéo, o que gera metabdlitos
toxicos e reativos, seguida por conjugacdo com a glutationa, como representado pelas figuras
29 e 30.

Figura 29 - Pontos de metabolismo e possiveis metaboélitos de MB-11.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).
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Figura 30 - Pontos de metabolismo e possiveis metabolitos de MB-12.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

Figura 31 - Pontos de metabolismo e possiveis metabdlitos de MAC-07.
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Fonte: Imagens geradas pelo software Xenosite e Chemdrawn (2022).

Como pode ser visto na Figura 31, MAC-07 o metabolismo de 12 fase de MAC-07
também foi responsavel pelo desenvolvimento de um metabdlito tdxico, embora aparentemente
menos toxico em relacdo aos anteriores, segundo a pontuacao dada pelo ADMETIab 2.0.

Portanto, considerando os dados analisados, MB-15 foi a molécula com melhores
parametros farmacocinéticos previstos, apresentando uma boa classificagdo de drug-likeness,
um Log de P adequado, e respeitando 4 das 5 regras apresentadas, indicando que a estrutura
apresenta caracteristicas desejaveis para uma boa farmacocinética. Quanto aos outros
parametros de absorcdo, distribuicdo e eliminacdo, MB-15 apresentou uma alta absorcéo
intestinal, e um volume de distribuicdo considerado adequado. Embora a molécula tenha uma
grande proporcdo ligada as proteinas plasméticas, como citado anteriormente, esse pode ser um

fator positivo de maior permanéncia do farmaco no corpo, e que também explica o clearance
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considerado baixo. A maior desvantagem apresentada pela molécula, que alias esteve presente
em todas as moléculas planejadas, foi a hepatotoxicidade prevista, possivelmente devido ao seu
metabdlito secundario considerado toxico. No entanto, pacientes em tratamento quimioterapico
normalmente sdo acompanhados de forma proxima e através de exames bioquimicos. Portanto,
uma possivel hepatite medicamentosa poderia ser evitada ou tratada a tempo. A penetracdo pela
barreira hematoencefalica pode gerar efeitos indesejados, mas talvez uma estratégia de
planejamento capaz de diminuir o Log de P dessa molécula sem alterar sua farmacodinamica,

seja capaz de eliminar essa caracteristica.
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6. CONCLUSAO

Uma molécula HIT precisa exibir caracteristicas farmacodindmicas e farmacocinéticas
igualmente adequadas. Por exemplo, embora a for¢a de ligacéo ao receptor seja importante para
garantir a interacdo e acdo do farmaco, sem exibir caracteristicas farmacocinéticas desejaveis,
o farmaco pode ndo ser bem absorvido, ou se tornar toéxico ao ndo ser eliminado.

Portanto, considerando os dados de docking molecular e farmacocinética das moléculas,
MB-15 apresentou as caracteristicas mais adequadas para uma molécula HIT. Além de uma
energia de ligacdo que indica uma estabilidade do complexo ligante-receptor, ela apresentou
um valor de AG superior ao protétipo originario da série, 3a, e do ligante endogeno estradiol.

Quanto aos parametros farmacocinéticos, apresentou uma boa pontuacdo de drug-
likeness, além de parametros de absorcdo e distribuicdo bastante semelhantes ao do 4-
hidroxitamoxifeno. No que diz respeito ao metabolismo, inibiu somente 3 dentre as 7 principais
hemeproteinas da CYP450, o que indica uma chance menor de interacdo com outros farmacos.

Embora néo tenha se saido tdo bem quando MB-15, MAC-07 apresentou um bom perfil
farmacodindmico, e um perfil farmacocinético adequado, e apesar de apresentar um Log de P
extremamente lipofilico, é a inica molécula testada que ndo apresentou chances de atravessar
a barreira hematoenceféalica. Considerando isso, e o fato de que pode exercer agdo agonista nos
receptores, podemos considera-la uma molécula promissora para continuacdo dos estudos.

Assim, podemos considerar que a simplificagdo molecular do protétipo 3a gerou
moléculas com capacidade de formar complexos estaveis com os receptores escolhidos, e que
apresentaram caracteristicas farmacocinéticas melhoradas. Assim, a presenca do radical
tiossemicarbazida ndo foi considerada essencial para a interagdo com o0s receptores, e a

estratégia de planejamento foi bem-sucedida.
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APENDICES

Apéndice A — Docking do estradiol no alvo 2FSZ.

Interactions
- Conventional Hydrogen Bond |:| Alkyl
[ Fi-sulfur ] Pralkyl

Apéndice B — Docking do estradiol no alvo 5W9D.

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond I:I Alkyl
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl



Apéndice C — Docking do antagonista 4-hidroxitamoxifeno no alvo 2FSZ.

Interactions

- Conventional Hydregen Bond |:| Pi-Pi T-shaped
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alkeyl

[ pi-sulfur [ Pi-alkyl

Apéndice D — Docking do antagonista Endoxifeno no alvo 5W9D.

GLY
B:420
ASN NS
B:532
-
~a MET
B:421
LEU
B:525
EU
B:384
MET
B:388
Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [ Ayl
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Pi-Alkyl

|:| Pi-Sulfur

7



Apéndice E — Docking do antagonista Lasofoxifeno no alvo 2FSZ.

TRP
B:335

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond
|:| Carben Hydrogen Bond
|:| Pi-Sulfur

[ Fi-pi T-shaped

Apéndice F — Docking do antagonista Lasofoxifeno no alvo 5W9D.

Interactions

- Conventional Hydregen Bond
|:| Carbon Hydrogen Bond

|:| Pi-Sulfur

|:| Amide-Pi Stacked
[ Alkyl
[ Piralkyl

VAL
B:533

|:| Amide-Pi Stacked
[ Alkyl
[ PirAlkyl
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