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RESUMO

O cancer ¢ um problema de saude publica de enorme magnitude. Um dos principais fatores
limitantes da atividade dos farmacos antineoplasicos ¢ o aparecimento de células tumorais
capazes de desenvolver mecanismos intracelulares de resisténcia farmacologica de etiologia
multifatorial. Nas tltimas décadas, esta sendo aplicado um grande numero de tecnologias em
projetos de pesquisa ¢ desenvolvimento de farmacos, uma delas é o docking molecular.
Através desta técnica, podemos prever o modo de ligagdo e a afinidade das moléculas dentro
do sitio catalitico de diversos alvos moleculares de interesse. Nesse contexto, a acridina e seus
derivados sdo analisados por possuirem um nucleo privilegiado com importante atividade
antitumoral em alvos ja consolidados como DNA e Topoisomerases. O objetivo deste
trabalho foi realizar um estudo /n silico com quatro derivados espiro-acridinicos (AMTAC 01,
AMTAC 02, AMTAC 06 e AMTAC 16) e quatro derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos
(GLCL 04, GLDL 01, SOLAC 01 e SOLAC 02) em nove alvos para cancer (CYP19A1, CK2,
STEAP3, HSP90, EGS, ERK, MCL-1,VPS34 ¢ TOPOISOMERASE II ALFA). Os derivados
acridinicos foram submetidos as técnicas de minimizacdo molecular (MM2) através do
programa Chem3D Pro 12.0, enquanto que os alvos foram submetidos a um tratamento com a
finalidade de retirar as moléculas que ndo sdo necessaria para a interagdo ligante-receptor,
sendo utilizado o PyMOL Win para esta etapa. Em seguida, foi realizado o redocking para
que houvesse a validacdo da metodologia através do AutoDock Tools 1.5.6. Apds o redocking
foram realizadas oitenta ¢ duas analises, onde foi observado que para o alvo CK2, o composto
que apresentou menor Energia Livre de Ligacdo, ou seja, melhor complexo estavel ligante-
alvo foi o GLDL 01 (-10.81 Kcal mol™), enquanto que no EGS5 foi o GLCL 04 (-10.32 Kcal
mol™), no ERK foi o SOLAC 02 (-10.18 Kcal mol™) e no VPS 34 foi o SOLAC 01 (-9.84
Kcal mol'l). Ja em relagdo aos outros cinco alvos (CYP19A1, STEAP3, HSP90, MCL-1 e
TOPOIIA) foi possivel analisar que os seus respectivos ligantes apresentaram melhor
interacdo e afinidade quando comparado com os derivados acridinicos envolvidos neste
estudo. Desse modo, os derivados espiro-acridinicos ndo foram interessantes nos alvos
avaliados, provavelmente devido as suas restrigdes conformacionais. Ja os derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos, que apresentam uma cadeia aberta acoplada ao nucleo
acridinico, apresentaram os valores de interagdo e afinidade mais satisfatorios, sendo
considerados scafollds mais promissores para esses estudos. Por fim, o grande niimero de
alvos moleculares atrativos explorados atualmente no planejamento de farmacos requer o
emprego de métodos rapidos e relativamente precisos capazes de identificar prototipos,
também conhecidos como compostos de partida. Diante disso, o estudo /in silico corrobora
neste processo e se faz tdo imprescindivel para que se evitem gastos e tempo com compostos
que provavelmente ndo obteriam resultados satisfatorios em modelos /in vitro e/ou in vivo.

Palavras-Chave: Cancer. Docking molecular. Derivados acridinicos. Atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is a public health issue of enormous magnitude. One of the main limiting factor for the
activity of antineoplastic drugs is the appearance of tumor cells capable of developing
intracellular pharmacological resistance mechanisms of multifactorial etiology. In the last
decades, a large number of technologies are being applied in drug research and development
projects, one of them being molecular docking. Through this technique, we can predict the
binding mode and affinity of the molecules within the active site of various molecular targets
of interest. In this context, acridine and its derivatives are investigated for its privileged
nucleus capable of presenting relevant antitumor activity in already consolidated targets such
as DNA and Topoisomerases. This study aimed to perform an in silico study with four spiro-
acridines derivatives (AMTAC 01, AMTAC 02, AMTAC 06 and AMTAC 16) and four
acridine-thiosemicarbazone derivatives (GLCL 04, GLDL 01, SOLAC 01 and SOLAC 02) in
nine cancer targets (CYP19A1, CK2, STEAP3, HSP90, EGS5, ERK, MCL-1, VPS34 and
TOPOISOMERASE II ALFA). The acridine derivatives were submitted to the molecular
minimization techniques (MM2) through the Chem3D Pro 12.0, while the targets were
submitted to a treatment with the purpose of removing the molecules that are not necessary
for the ligand-receptor interaction, using PyMOL Win for this step. Then, redocking was
performed to validate the methodology through AutoDock Tools 1.5.6. After redocking,
eighty-two analyzes were performed, from where it was observed that for the target CK2, the
compound that showed lower Free Energy Binding, that is, the best stable drug-target
complex, was GLDL 01 (-10.81 Kcal mol™); for EG5, it was GLCL 04 (-10.32 Kcal mol™);
for ERK, it was SOLAC 02 (-10.18 Kcal mol™); for VPS 34, it was SOLAC 01 (-9.84 Kcal
mol™). For the other five targets (CYP19A1, STEAP3, HSP90, MCL-1 and TOPOIIA) it was
possible to analyze that their respective ligands presented better interaction and affinity when
compared to the acridine derivatives involved in this study. Thus, spiro-acridine derivatives
were not of interest to the evaluated targets, probably due to their restricted conformations.
However, acridine-thiosemicarbazone derivatives, which present an open chain attached to
the acridine nucleus, presented the most satisfactory interaction and affinity values, being
considered as scafollds more promising for these studies. Finally, the large number of
attractive molecular targets currently explored in drug planning requires the use of fast and
relatively accurate methods capable of identifying prototypes, also known as starting
compounds. Therefore, in silico study corroborates this process and it’s essential to avoid
spending resources and time with compounds that probably would not obtain satisfactory
results in in vitro and/or in vivo models.

Keywords: Cancer. Molecular docking. Acridine derivatives. Antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A neoplasia maligna pode ser compreendida como um conjunto de mais de 100
doengas que sdo caracterizadas por alteragdes no DNA ocasionando a proliferagdo anormal e
desordenada de células, que invadem tecidos e o0rgdos. Estas células tendem a ser agressivas e
incontrolaveis, pois se dividem aceleradamente resultando na formacdo de tumores, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo. A velocidade de multiplicagao das células e a
capacidade de invadir tecidos e o6rgdos vizinhos ou distantes, conhecida como metéstase, ¢
considerada a principal causa da morte pela doenca (SCHOR; BOIM; SANTOS, 2003;
OPAS, 2018; INCA, 2019).

Esta doenca ¢ apontada como a segunda causa de obito nos paises desenvolvidos,
abaixo apenas das doengas cardiovasculares, sendo considerada um problema de saude
publica em todo mundo (INCA, 2007).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), até 2030 estima-se que serdo
mais de 27 milhOes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de vitimas fatais € 75 milhdes
de pacientes vivos, que afetardo os paises de baixa e média renda.

Existem diferentes opgdes de tratamento para o cancer e de acordo com a gravidade da
doenca ou a condi¢do do paciente podem ser escolhidos em conjunto ou isolados, e entre elas
podemos destacar: a intervengdo cirurgica, radioterapia, quimioterapia, além da terapia
génica. Embora, atualmente poucos sdo os canceres que sdo tratados com uma Unica terapia,
contudo, a quimioterapia ¢ um dos tratamentos mais utilizados e, desse modo se faz
necessario o aprimoramento deste método, destacando-se, como prioridade, o
desenvolvimento de novos quimioterapicos, em especial aqueles ativos contra os tumores
solidos (KLIGERMAN, 2000; GEYER et al., 20006).

Um dos principais fatores limitantes da atividade dos firmacos antineoplésicas ¢ o
aparecimento de células tumorais capazes de desenvolver mecanismos intracelulares de
resisténcia farmacologica de etiologia multifatorial. Além de existir uma necessidade iminente
no desenvolvimento de agentes mais seletivos e menos toxicos, pois ¢ notoria e relevante a
quantidade de reagdes adversas apresentadas por esses medicamentos (KLIGERMAN, 2000;
GEYER et al., 20006).

As moléculas mais analisadas sdo os derivados de acridina que sdo exploradas desde
1888. O primeiro fairmaco com base na acridina descrito na literatura em 1976 foi o N-[4-
(acridin-9-ilamino-métoxi-fenil]-metanosulfonamida, mais designada como amsacrina, sendo

até hoje o mais relevante composto desta classe, o qual expressa atividade citotoxica potente.
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Todavia, apresenta baixa biodisponibilidade, além de ja haver casos de resisténcia a este
farmaco, que tornam o estudo e modificagdo estrutural deste composto totalmente viavel
(SANCHEZ et al., 2006; MOURA, 2009; KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012).

Nas ultimas décadas, estdo sendo aplicado um grande niimero de tecnologias em
projetos de pesquisa e desenvolvimento de farmacos. Neste contexto, destacam-se o estudo de
proteinas e de genomas capazes de proporcionarem informagdes relevantes de novos e
atrativos alvos farmacologicos e sua relagdo com os mais diversos processos fisiopatologicos
que afligem a humanidade (BUCHANAN, 2002; VERLI; BARREIRO, 2005; LIMA, 2007).

Grande parte dessas tecnologias fornece a comunidade cientifica enorme diversidade
de dados e informagdes que podem ser traduzidas em conhecimento quimico e biologico
como seletividade, afinidade e poténcia. Com esse intuito, as técnicas computacionais
aplicadas ao estudo de sistemas biologicos mostram-se eficazes no manejo de dados e
mapeamento da estrutura 3D de alvos moleculares e ligantes, guiando a identificagdo e
otimiza¢do de novos candidatos a farmacos (HANN; LEACH; GREEN, 2004; KITCHEN et
al., 2004; KLEBE, 2004; RODRIGUES et al., 2012).

Desde a percepgdo do alvo bioldgico até o descobrimento de um novo farmaco,
diversas abordagens computacionais de bioinformatica e quimioinformdtica podem ser
aplicadas nos distintos estdgios do processo de desenvolvimento. Nos estagios iniciais, a
énfase principal concentra-se em identificar possiveis ligantes para um alvo biologico,
enquanto que nos estdgios finais a ideia ¢ trabalhar apenas com ligantes que tenham
propriedades fisico-quimicas, farmacodindmicas e farmacocinéticas ideais para se tornarem
farmacos e adentrar o mercado farmacéutico (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006;
TALEVI; BRUNO-BLANCH, 2009; HENZLER; RAREY, 2010; RODRIGUES et al., 2012).

Levando em consideragao essa problematica ¢ de suma importancia a busca de novos
antineopldsicos com boa atividade farmacologica e com irrelevantes reagdes adversas, a fim
de melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos pela doenga. Dessa forma, os
estudos /n silico, dentre eles, o docking molecular associados a estratégias de planejamentos
com desenho de farmacos baseado em fragmentos (FBDD) ¢ de grande valia para prever o
modo de ligacdo e a afinidade das moléculas dentro do sitio ativo de um receptor de interesse
(SILVA, 2015).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Realizar o estudo de docking molecular de derivados acridinicos que possam ser

utilizados como possiveis candidatos a farmacos antitumorais.

2.2 Objetivos Especificos

a. Desenhar as moléculas para realizar analise de docking por MM2;

b. Preparar as enzimas por meio do programa PyMOL Win;

c. Executar o estudo de docking molecular com oito derivados acridinicos em nove
alvos terapéuticos distintos;

d. Avaliar a interagdo molécula- receptor e assim, analisar a atividade antitumoral dos

compostos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Aspectos gerais sobre o cancer

A neoplasia maligna mais conhecida como cancer ¢ definida como uma doenga que
decorre da alteracdo do material genético de uma célula que, ao gerar clones, transforma-se
em um conjunto de células atipicas ¢ sem funcionalidade para o organismo. Estas células
proliferam-se, ignorando os sinais de regulacdo do crescimento no ambiente adjacente e
adquirem caracteristicas invasivas, percorrendo os vasos sanguineos e linfaticos, os quais
transportam as células para outras regides do corpo ocasionando a metastase (SMELTZER;
BARE, 2011; CAMPANA; CUNICO, 2013).

Os diferentes tipos de cancer referem-se aos diversos tipos de células do corpo.
Quando iniciam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas.
Se o ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos, como osso, musculo ou cartilagem, sdo
intitulados sarcomas (INCA, 2018).

Nas ultimas décadas, a incidéncia de pessoas acometidas pelo cancer aumentou,
tornando-se um evidente problema de satide publica mundial. Em nossa sociedade, o cancer
continua sendo uma patologia de suma importancia, tanto qualitativa como quantitativamente.
Sua incidéncia e indices de mortalidade sdo cada vez mais alarmantes e, embora afete todas as
faixas etdrias, na maioria das vezes acomete as pessoas com mais de 65 anos de idade, sendo
que os homens sofrem maior incidéncia de cancer do que as mulheres (FERREIRA, 1996;
WHO, 2008).

A estimativa do niimero de novos casos em homens no Brasil para 2018 (Tabela 1) foi de
68.220 (31,7%) para cancer de prostata e em mulheres (Tabela 2) foi de 59.700 (29,5%) para
cancer de mama (INCA, 2018).

Tabela 1- Estimativa do nimero de casos novos em homens, Brasil, 2018

LOCALIZACAO CASOS NOVOS %
PRIMARIA
Prostata 68.220 31,7
Traqueia, bréonquios e 18.740 8,7
pulmdes
Colon e Reto 17.380 8,1
Estomago 13.540 6,3

Cavidade Oral 11.200 52
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(Continuagao)
Esofago 8.240 3.8

Todas neoplasias 300.140

Fonte: MS / SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (2015)

A seguir, na tabela 2 ¢ possivel observar a estimativa do nimero de novos casos de

cancer em mulheres no Brasil para o ano de 2018.

Tabela 2- Estimativa do numero de casos novos em mulheres, Brasil, 2018

LOCALIZACAO CASOS NOVOS %
PRIMARIA

Mama 59.700 29,5

Colon e Reto 18.980 9,4

Colo do utero 16.370 8,1

Traqueia, bronquios e 12.530 6,2

pulmoes

Glandula Tireoide 8.040 4,0

Estomago 7.750 3,8
Todas neoplasias 282.450

Fonte: MS / SVS/DASIS/CGIAE/Sistema de Informagéo sobre Mortalidade (2015)

Em relacdo a mortalidade, os tipos de cancer que mais matam homens no Brasil

(Tabela 3) sdo o de traqueia, bronquios e pulmdes com 15.514 (14,4%) e de prostata com
14.484 (13,5%).

Tabela 3- Mortalidade conforme a localiza¢do primaria do tumor no sexo masculino,
Brasil, 2015

LOCALIZACAO OBITOS %
PRIMARIA
Traqueia, bronquios e 15.514 14,4
pulmaes
Prostata 14.484 13,5
Estomago 9.132 8,5
Coélon e Reto 8.163 7,6

Esofago 6.525 6,1
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(Continuagao)
Figado e vias biliares intra- 5.647 4.4
hepaticas
Todas neoplasias 90.228 100

Fonte: MS / INCA / Estimativa de Cancer no Brasil (2018)

Entre as mulheres (Tabela 4), o cancer de mama ¢ o que mais mata, com 15.403
(16,2%) mortes, seguido pelo de traqueia, bronquios € pulmdes com 10.978 (11,5%) obitos
(SVS, 2015).

Tabela 4- Mortalidade conforme a localizagao primaria do tumor no sexo feminino, Brasil,

2015
LOCALIZACAO OBITOS %
PRIMARIA
Mama 15.403 16,2
Traqueia, bronquios e 10.978 11,5
pulmaes

Colon, reto e anus 8.533 9

Colo do utero 5.727 6
Estomago 5.132 54
Pancreas 4.808 5,1
Todas neoplasias 90.228 100

Fonte: MS / INCA / Estimativa de Céncer no Brasil (2018)

O surgimento do cancer pode ser decorrente de diversas causas que sdo divididas em
duas vertentes, sendo uma externa (fatores ambientais) e a outra interna (como hormonios,
condi¢des imunologicas e mutagdes genéticas). Os fatores de risco ambientais de cancer sdo
denominados cancerigenos ou carcindogenos. Esses fatores alteram a estrutura genética (DNA)
das células. As causas internas estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressoes externas (INCA, 2018).

Apesar de o fator genético exercer uma importante fung¢do na oncogénese, sdo raros os
casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores hereditarios, familiares e étnicos.
Existem ainda alguns fatores genéticos que tornam determinadas pessoas mais suscetiveis a
acdo dos agentes cancerigenos ambientais. Isso parece explicar porque algumas delas
desenvolvem cancer e outras ndo, quando expostas a um mesmo carcinogeno. O

envelhecimento natural do ser humano traz mudangas nas células, que as tornam mais
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vulneraveis ao processo cancerigeno. Isso, somado ao fato de as células das pessoas idosas
terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer, explica, em

parte, o porqué de o cancer ser mais frequente nessa fase da vida (INCA, 2018).

3.2 Tratamentos quimioterapicos para o cancer e suas limitacoes

As ciéncias progrediram juntamente com o pensamento humano, e vem crescendo
rapidamente a cada década principalmente devido aos avangos tecnologicos. Na realidade, um
grande nimero de informagdes em nivel médico- bioldgico tém alcangado profissionais desta
area, e com isso, grandes descobertas tém contribuido na compreensdo e elucidacdo do
desenvolvimento de determinadas doengas que ha muitos anos vem afligindo a vida do
homem. Com a descoberta do DNA como a molécula responsavel pela informagdo genética,
diversos pesquisadores dirigiram sua atencdo a mesma. O fato ¢ que apenas conhecendo a
estrutura do DNA seria possivel compreender como essa molécula carrega informagdes e
como faz copias idénticas de si mesma. A possibilidade de manipular direta e precisamente a
molécula de DNA determinou o mapeamento gendmico de varias doencas, entre elas o cancer
(MICHELACCI et al., 2003; SCHOR, 2003; MOURA, 2009).

Entre as alternativas iniciais basicas no tratamento do cancer estdo a cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e bioterapia, sendo a cirurgia, na maior parte dos casos, a terapia
inicial de escolha para diversos tipos de canceres. Os avangos nas técnicas cirurgicas, o
melhor entendimento da oncogénese e os cuidados intensivos do pos-operatorio, tém tornado
possivel a remocao de tumores de qualquer parte do corpo (SPENCE; JOHNSTON, 2003;
SAWADA et al., 2009).

Contudo, a quimioterapia constitui também uma das alternativas de maior escolha para
a cura, controle e paliacdo do céancer. Ela envolve a utilizagdo de substancias citotoxicas,
administradas principalmente por via sistémica (endovenosa) e pode ser classificada de
acordo com a sua finalidade como: quimioterapia adjuvante, quimioterapia neoadjuvante,
quimioterapia primaria, quimioterapia paliativa, monoquimioterapia ¢ poliquimioterapia
(SPENCE; JOHNSTON, 2003; SAWADA et al., 2009).

Porém, como esses farmacos nao possuem especificidade, acabam agredindo além das
células tumorais, os tecidos e células normais, causando diversos efeitos colaterais que podem
ser relatados por pacientes submetidos a este tipo de terapia (BONASSA, 2005; MACHADO;
SAWADA, 2008).
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Entre os efeitos colaterais da quimioterapia estdo: as nduseas e vOmitos, lesdo de
esofago, fraturas, ma nutrigdo, desequilibrio hidroeletrolitico e acidobasico, que muitas vezes
levam a recusa do paciente a continuar os ciclos quimioterapicos, diminuindo a sua Qualidade
de Vida Relacionada a Satde (QVRS) e comprometendo a eficdcia do tratamento
(BALLATORI; ROILA, 2003; SAWADA et al., 2009).

Apesar do grande numero de quimioterapicos disponiveis, existem inumeras
limitagdes relacionadas a toxicidade dos mesmos, assim como a mecanismo de resisténcia
adquirida pelas células tumorais o que tem incentivado a descoberta e desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos. Para isso, a quimica medicinal vem se destacando por
apresentar ferramentas de planejamentos de moléculas assistidas por computadores, dentre

elas os estudos de docking molecular.

3.3 Docking molecular

A grande utilizagdo das técnicas de screening virtual e da quimica combinatoria tem
como finalidade sintetizar milhares de substancias e avalid-las farmacologicamente, a fim de
descobrir novas substincias prototipos, enquanto que o paradigma atual das industrias
farmaceéuticas visa reduzir tempo e custos no desenvolvimento de novos farmacos. Dentro
destas perspectivas, as pesquisas farmacéuticas caminham para processos mais racionais que
levem a novas entidades quimicas (NEQs) com perfis biologicos desejaveis. Neste contexto,
estratégias racionais baseadas na compreensao das interagdes ligante-proteina sdo empregadas
no desenvolvimento de prototipos de farmacos (YUNES; CALIXTO, 2001;
ANDRICOPULO; GUIDO; OLIVA, 2008; DANUELLO, 2010).

O docking também conhecido como ancoragem molecular vem em um crescimento
continuo nos ultimos anos, sendo aplicado como uma ferramenta para o planejamento de
novos farmacos. No entanto, ¢ necessario ressaltar que a utilizacdo de programas
computacionais ¢ apenas uma parte do complexo processo para se chegar a uma substincia
prototipo (SANT’ANNA, 2009; DANUELLO, 2010).

A modelagem de compostos bioativos envolve o trabalho de um grupo
multidisciplinar que emprega um grande conjunto de métodos computacionais sistematizado
de forma a simplificar e otimizar o processo de desenvolvimento destes compostos, em
conjun¢do com a sintese organica e avaliacdo farmacologica e toxicologica (SANT’ANNA,
2009).
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O grande numero de alvos moleculares atrativos explorados atualmente no
planejamento de farmacos requer o emprego de métodos rapidos e relativamente precisos
capazes de identificar prototipos, também conhecidos como compostos de partida. Uma das
principais técnicas utilizadas atualmente na busca e descoberta de compostos de partida ¢ a
triagem virtual (RODRIGUES et al., 2012).

Portanto, as técnicas de triagem virtual, através da utilizagdo de métodos
computacionais, também conhecidos pelo termo “in Silico”, colaboram na selecio de
compostos organicos promissores como ligantes de alvos terapéuticos de interesse, sejam eles
agonistas ou antagonistas de receptores, ou ainda inibidores enzimaticos (IRWIN;
SHOICHET, 2005; RODRIGUES et al., 2012).

As estratégias de triagem virtual compreendem, basicamente, duas abordagens
principais: a triagem baseada na estrutura do alvo molecular e a triagem baseada em ligantes
(RODRIGUES et al., 2012).

As técnicas baseadas na estrutura do alvo molecular consideram a estrutura
tridimensional (3D) do alvo terapéutico, utilizando como estratégia principal os calculos de
docagem para selecdo de ligantes potenciais, com caracteristicas quimicas, eletronicas e
estruturais que favorecem interagdes com o sitio ligante do alvo molecular (ANDERSON,
2003; CRIVORI; POGGESI, 2006; TAFT; DA SILVA, 2008; RODRIGUES et al., 2012).

O planejamento de substancias bioativas com base na estrutura do alvo molecular ¢é
uma das estratégias mais robustas de identificacdo de novos ligantes, capaz de contribuir em
todo o processo, desde a andlise da estrutura 3D do alvo terapéutico até a otimizagdo das
interacdes moleculares e propriedades farmacocinéticas de compostos candidatos a ensaios
clinicos (ANDERSON, 2003; CRIVORI; POGGESI, 2006; TAFT; DA SILVA, 2008;
RODRIGUES et al., 2012; ).

Estas técnicas apresentam algumas limitagcdes, como por exemplo, a contribui¢do
dos efeitos hidrofobicos decorrentes da dessolvatacdo dos ligantes e interacdes
eletrostaticas, que nio sdo consideradas adequadamente nas medidas de docking e
podem ser significativamente relevantes para interagdo ligante-receptor. Além disto,
a técnica de docking ndo considera todas as moléculas de agua, que muitas vezes
estdo diretamente envolvidas nas interacdes micro-macromolécula e podem
influenciar significativamente na posi¢do dos ligantes no sitio ativo da enzima.
Portanto, para sele¢@o eficiente de um prototipo, ndo se deve confiar somente nos
dados computacionais (KITCHEN et al., 2004; DANUELLO, 2010).

Deste modo, a utilizagdo de docking molecular no processo de triagem virtual de
compostos quimicos (ligantes) mostra-se uma alternativa viavel, a fim de haver reduc¢ao dos
custos decorrentes do processo de avaliagdo da atividade bioldgica. Os modelos empregados

para a ancoragem utilizam o conhecimento cientifico relacionado aos alvos terapéuticos e
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seus sitios ativos, e pretendem analisar a interacdo destes com pequenas moléculas [ligantes
de massa molecular pequena (<1000 u)] (KUNTZ et al., 1982).

Para a realizagdo do estudo de docking molecular faz-se necessario a utilizagdo de
varios softwares em todas as etapas deste estudo.

Normalmente, a estrutura quimica de possiveis ligantes advém da base de dados
Protein Data Bank que contém milhares de compostos com propriedades fisico-quimicas
semelhantes as exibidas por farmacos reconhecidos na pratica clinica, além de grande
diversidade quimica e, portanto, preenchendo os requisitos basicos para garantir ampla gama
de possiveis interacdes intermoleculares com os mais diversos alvos moleculares (IRWIN;
SHOICHET, 2005; RODRIGUES et al., 2012).

A base de dados PDB foi fundada em 1971, pelo Brookhaven National Laboratories
(BNL), e consiste em um depdsito de macromoléculas biologicas em 3D experimentalmente
determinadas. Segundo o proprio site do PDB, em marco de 2019, a plataforma contou com
cerca de 149890 estruturas macromoleculares (incluindo proteinas, carboidratos, lipidios ¢ os
acidos nucléicos) permitindo assim, avangos na pesquisa e¢ na educagao (BERNSTEIN, 1977,
BERMAN et al., 2000; BERMAN, HENRICK, NAKAMURA, 2003).

Para o tratamento do alvo e isolamento do ligante pode-se utilizar o programa PyMOL
Win. Ele ¢ um sistema de visualizagdo molecular desenvolvido por Lyford DeLano,
atualmente comercializado pela Schrodinger, Inc. O programa pode produzir imagens 3D de
alta qualidade de pequenas moléculas e macromoléculas biologicas, como proteinas ou
mesmo a molécula do DNA. Este software ¢ uma das poucas ferramentas open-source de
visualizacdo disponiveis para uso em biologia estrutural. De acordo com o autor, quase um
quarto de todas as imagens 3D de estruturas proteicas em literatura cientifica utilizaram
PyMOL para serem renderizadas (SCHRODINGER, LLC, 2015; DA COSTA, 2016).

J& para o desenho das estruturas quimicas pode-se utilizar o Chem3D Pro 12.0 que
determina as interagdes moleculares resultantes do estiramento das ligagdes, deformacdo
angular, torsional e espacial e calcula a energia da molécula de partida de forma comparativa,
com relacdo ao padrao metano (1 KJ mol-1). O processo de mecanica molecular promove a
modificagdo dos angulos e comprimentos das ligagdes dos atomos originais e fornece novas
conformagdes com os correspondentes calculos de energia. O programa reconhece as
mudancas que conduzem a estruturas mais estaveis, de menor energia estérica e os calculos
sao interrompidos quando as modificacdes da estrutura mais estavel, em relagdo a molécula

original, ndo resultam em alteragdo consideravel de energia. Logo, o objetivo da mecanica
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molecular ¢ predizer a energia associada com determinada conformagdo de uma molécula
(AMRITA, 2013; MOURA, 2019).

Porém, apesar dos processos de minimizagdo de energia fornecer uma conformacao
3D estdvel, ndo representa, necessariamente, a estrutura mais estavel de determinada molécula
(AMRITA, 2013; MOURA, 2019).

O programa AutoDock Tools 1.5.6 ¢ uma ferramenta eficiente para prever de forma
precisa e rapida, conformagdes preferenciais e energias de ligagdo ndo covalente de
macromoléculas ou, como ¢ mais frequente, de ligagdo de moléculas de pequena dimensdo
(ligante) com os respetivos receptores macromoleculares. O principal método utilizado para a
pesquisa conformacional ¢ o algoritmo genético lamarquiano (Lamarckian Genetic Algorithm
— LGA), que tal como os demais algoritmos genéticos, usa como base linguagem da genética
natural e evolugdo biologica, neste caso alusivo a teoria de Lamarck. Geralmente, um
procedimento no AutoDock envolve no minimo cinquenta operagdes do LGA com 25 milhdes
de avaliagcdes em cada uma delas (MORRIS et al., 2009; TROTT; OLSON, 2010; MOURA,
2019).

O Discovery Studio 2.0 ¢ um software para andlise computacional quimica e
modelagem molecular com uma ampla variedade de recursos para simulagdo. Este programa
pode ser usado para visualizacdo e edicdo de dados. Desse modo, ele foi utilizado para
visualizacdo das interagdes que as moléculas realizam com os aminoacidos, bem como para
obtengdo dessas imagens em duas dimensdes (ROMERO, 2016).

Muitos estudos in silico vem sendo desenvolvidos com diversos compostos ja
conhecidos na literatura por suas acdes quimioterapicas, dentre eles destacamos os derivados
da acridina, que faz parte de um dos primeiros quimioterapicos intercaladores e inibidores de

topoisomerases descrito na literatura, a m-amsacrina.

3.4 Acridina e seus derivados

As acridinas foram isoladas inicialmente de fracdes de alcatrdo por Carl Graebe e
Heinrich Caro na Alemanha no ano de 1870, elas exibem-se como moléculas de interesse
clinico desde 1888 quando Auclert investigou o uso farmacolégico do 3-amino-9-aminofenil-
acridina representada na figura 1 (NASIM; BRYCHCY, 1979; ALBINO, 2017).
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Figura 1 - Estrutura quimica da 3-amino-9-aminofenil-acridina
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A acridina (Figura 2), CI3H9N, ¢ um composto aromatico policiclico com estrutura
planar, também definido como compostos heterociclicos formados de dois anéis fundidos a
um anel piridinico em posi¢ao central. Quimicamente, a acridina ¢ um alcaloide de antraceno,
conhecido por denominagdes diversas como: dibenzo-piridina; 10-azaantraceno; 2,3,4,6-
dibenzopiridina; 2,3-dibenzoquinolina, entre outros (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012;
LAFAYETTE et al., 2013; SCHMIDT; LIU, 2015; GAO et al., 2015; GOUVEIA, 2017).

Figura 2- Estrutura quimica da acridina
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Fonte: Proprio autor

Este composto ¢ de interesse de diversos pesquisadores, por apresentar: (i) um amplo
espectro de atividades biologicas, como atividades antimicrobiana, antiviral, antimaldrica,
antitripanossomica, leishmanicida, antiparkinsoniana, além de suas propriedades
antineoplasicas bem conhecidas; (ii) a capacidade de interagdo com o DNA, inibindo as
enzimas topoisomerases ¢ telomerase, ¢ o complexo proteossomico das células; (iii) ainda
ocorre discussoes acerca de mecanismos de acdo nao elucidados (PITTA, 2012).

A capacidade que os derivados acridinicos apresentam de se ligar ao DNA tem sido
atribuida a planaridade destas estruturas aromaticas, que direcionam os estudos de drogas

antineopldsicas, e com a finalidade de elucidar o mecanismo de acdo das acridinas, nos alvos
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biologicos, como: topoisomerases I e/ou II, a telomerase e telomeros / proteinas quinases
estao sendo investigados (JANOVEC et al., 2011; BARROS et al., 2012; OLSZEWSKA et
al., 2014).

Algumas modificacdes quimicas na estrutura dos derivados acridinicos tais como a
adi¢do de substituintes ou anéis heterociclicos diferentes, podem proporcionar uma melhor
relacdo estrutura-atividade (SAR) com o alvo biologico desejado, garantindo atividades
biologicas distintas como antibactericida, antiparasitaria, antitumoral e intercaladora de DNA
(PATEL et al., 2010; KALIRAJAN et al., 2012; BARROS et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2015; GAO et al., 2015; GOUVEIA, 2017).

3.5 Estruturas cristalograficas
3.5.1 CITOCROMO P450 19 SUBFAMILIA A MEMBRO 1 (CYP19A1)

E uma proteina do reticulo endoplasmatico que catalisa os ultimos passos da
biossintese do estrogénio. O estrogénio controla o desenvolvimento feminino e a fertilidade,
mas podem promover a proliferagdo do cancer de mama. Logo, os inibidores seletivos do
CYPI9A1 tratam o cancer de mama responsivo ao estrogénio (MEIER; JANSEN;
BALLINGER, 2018; BRIXIUS; SCOTT, 2019).

3.5.2 PROTEINA CASEINA QUINASE (CK2)

A proteina quinase ou simplesmente CK2 realiza uma fung¢do critica no crescimento
celular, diferenciagdo celular, apoptose e transformagdo oncogénica (AHMED; GERBER;
COCHET, 2002; LITCHFIELD, 2003; PRUDENT et al., 2010).

Ela foi observada desregulada em muitos tipos de céncer e sua fungdo dupla na
promocdo do crescimento celular e na supressdo da apoptose pode ser particularmente
relevante para o seu potencial oncogénico (TAWLIC et al., 2001; PRUDENT et al., 2010).

A recente associagdo de expressdo aberrante da CK2 com marcadores prognosticos
desfavoraveis no cancer de prostata e na leucemia mieloide aguda sustenta a implicagdo direta
da CK2 na formagdo e recorréncia do tumor (LARAMAS et al., 2007; KIM et al., 2007;
PRUDENT et al., 2010).

De fato, a CK2 ¢ atualmente considerada como um alvo terapéutico promissor, dando

suporte ao desenvolvimento de inibidores quimicos (PRUDENT et al., 2010).
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353 ANTIGENO EPITELIAL SEIS-TRANSMEMBRANAR DA PROSTATA
(STEAP3)

Segundo Hubert (1999), a STEAP ¢ um gene especifico da prostata e € tnico entre os
marcadores desse tipo de cancer atualmente conhecidos devido a sua suposta estrutura
secundaria, da qual se pode prever que ela funcione como um canal potencial ou proteina
transportadora. A STEAP também ¢ diferente na medida em que ¢ expressa em multiplos
canceres, sugerindo que ¢ um antigeno tumoral geral. Sua forte expressdo no cancer de
prostata avancado, sua localizagdo na superficie celular e sua estrutura secundaria predita
sugerem que a STEAP pode ser um alvo importante para terapia e diagnostico de tumores.

Esse gene pertence a uma restrita “familia” de antigenos presentes na superficie da
célula que sdo expressos no cancer de prostata e sdo considerados alvos potenciais para
terapia e diagnostico mediados por anticorpos. Entre estes antigenos incluem PSM, PCTA-1 e
PSCA (ISRAELI et al., 1993; SU et al., 1996, REITER et al., 1998).

3.5.4 CHAPERONA MOLECULAR (HSP90)

A chaperona molecular 90 ou simplesmente HSP90 ¢ uma proteina de choque térmico
que desempenha uma fun¢ao importante em diversos tipos de tumores participando também
da modulacao da atividade do receptor de tirosina quinase. Os niveis de HSP 90 refletem o
menor potencial maligno no cancer de co6lon, logo, estd proteina pode ser uma alternativa de
abordagem terapéutica para esse tipo de cancer (DRECOLL et al., 2014).

As chaperonas moleculares sdo proteinas cruciais para a etapa final da leitura de
genética de informacdo, o que resulta na formagao de proteinas (YOUNG et al., 2004).

A HSP90, portanto, desempenha um papel fundamental na assisténcia, sobrevivéncia,
proliferagdo, invasdo, metastase e angiogénese, que representam os tragcos marcantes da

malignidade (BROUGH et al., 2007).

3.5.5 CINESINAS MITOTICAS (EG5)

As cinesinas mitoticas representam uma classe interessante de alvos terapéuticos para
a terapia antitumoral. Os membros desta superfamilia estruturalmente divergente de
microtiibulos, baseados em proteinas motoras moleculares, tém extenso envolvimento ao

longo da mitose, com fungdes que vao desde a organizagdo da arquitetura mitética até o



26

transporte de proteinas reguladoras (HIROKAWA et al, 2009; GOOD; SKOUFIAS;
KOZIELSKI, 2011; RATH; KOZIELSKI, 2012; GOOD et al., 2013).

A inibi¢ao do EGS por pequenas moléculas inibitorias resulta em fusos monopolares e
parada mitotica que podem levar a morte celular. Logo, a utilizagdo de EG5 como alvo
terapéutico representa uma area de investigacdo instigante que pode oferecer vantagens

clinicas e contribuir positivamente para o tratamento do cancer de pulmiao (MAYER et al.,
1999; GOOD et al., 2013).

3.5.6 PROTEINA QUINASE REGULADA POR SINAIS EXTRACELULARES (ERK)

A familia MAPK, existente em mamiferos, consiste em proteinas quinases reguladas
por sinais extracelulares (ERK), quinases c-Jun NH-terminal (JNK; também conhecidas como
proteinas quinases ativadas por estresse ou SAPK) e p38. Entre a familia MAPK, a cascata
das ERKs tem sido um foco de quimioprevengdo do cancer devido a sua importancia na
carcinogénese (DHILLON et al., 2007; LI et al., 2012).

As anormalidades na via das ERKs desempenham um papel critico no
desenvolvimento e progressao do cancer, e foram relatadas em aproximadamente um tergo de
todos os canceres humanos (DHILLON et al., 2007; LI et al., 2012).

Portanto, direcionar as ERKs induzidas por UV pode ser uma estratégia eficaz para

prevenir a tumorigénese da pele (LI et al., 2012).

3.5.7 PROTEINA DE DIFERENCIAGCAO CELULAR DE LEUCEMIA MIELOIDE
INDUZIDA (MCL-1)

A MCL-1 esta dentro de uma das regides genéticas amplificadas com mais frequéncia
em canceres humanos e sua expressao ¢ frequentemente associada com resisténcia a agentes
citotoxicos e recaida em pacientes (WUILLEME-TOUMI et al., 2005; ZACK et al., 2013;
TRON et al., 2018).

Virios tipos de tumores foram descritos como sendo dependentes de MCL-1, em
particular mieloma multiplo (MM), leucemia mieldide aguda (AML), leucemia mieldide
cronica, leucemia linfoblastica aguda de células B, carcinoma hepatocelular e certos
carcinomas de pulmao de células ndo pequenas. A MCL-1 também promove resisténcia inata
e adquirida a varios agentes citotoxicos e terapias direcionadas (AICHBERGER et al., 2005;
SIEGHART et al., 2006; WEI et al., 2008; WERTZ et al., 2011; ZHANG et al., 2011;
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GLASER et al., 2012; AKAGI et al., 2013; KOSS et al., 2013; TOUZEAU et al., 2014;
TRON et al., 2018).

O aumento aberrante no nivel dessa proteina previne a apoptose, tanto promovendo o
cancer quanto permitindo resisténcia a morte celular induzida pela terapia do cancer. Por isto,
nas ultimas duas décadas ¢é notavel o interesse em desenvolver inibidores seletivos de MCL-1,
visto que € evidente o potencial destes inibidores como agentes antitumorais (TRON et al.,
2018).

3.5.8 FOSFOINOSITIDA 3- QUINASE HUMANA DE CLASSE Il (VPS34)

A VPS34 é uma quinase lipidica que trabalha em conjunto com a subunidade
reguladora VPS15 (também conhecida como p150). Ela estd envolvida no trafico de vesiculas
e na autofagia e, portanto, constitui um alvo interessante para o tratamento de tumores solidos
(PASQUIER et al., 2014).

Além disso, as funcgdes biologicas de VPS34 foram relacionadas a sinalizagdo de
mTOR, que ¢ uma via frequentemente desregulada no cancer e distirbios metabolicos. A
VPS34 ainda desempenha um papel importante na autofagia, compreendida como sendo um
processo pelo qual as células entregam seus proprios constituintes para se proteger do estresse
metabolico, incluindo diminuigdo da disponibilidade de nutrientes e condigdes hipdxicas. A
autofagia também pode ajudar as células tumorais a resistir a tratamentos contra o cancer,
como agentes quimioterdpicos e radiagdo ionizante (LIPINSKI et al., 2010; ZHOU;
TAKATOH; WANG, 2011; JABER et al, 2012; WHITE, 2012; BOYA; REGGIORI;
CODOGNO, 2013; CHOI; RYTER; LEVINE, 2013).

3.5.9 TOPOISOMERASE 11 ALFA (TOPOIIA)

As enzimas topoisomerase Il sdo, assim como as topoisomerase I, importantes para
resolucao de problemas topologicos associados com a replicagdo, desempenhando também
um papel importante na estruturagdo e condensacdo dos cromossomos, assim como sua
separacdo durante a divisdo celular (JORGE, 2012).

A enzima nuclear topoisomerase Iloo ¢ mais incidentes em linhagens celulares de
cancer de mama e de ovario. Para manter o crescimento, as células cancerigenas replicam

rapidamente, o que favorece a conversao da clivagem causada pela topoisomerase em uma



28

clivagem permanente, tornando as células cancerigenas mais sensiveis aos farmacos
(DEWEESE et al., 2009; MOURA, 2009).

O cancer ¢ uma doenca de grande magnitude e que tem apresentado ntimeros cada vez
mais alarmantes. Dessa forma, ¢ de suma importancia o desenvolvimento de novos
quimioterapicos para o tratamento dos mais variados tipos de neoplasias malignas. E para o
desenvolvimento desses novos fiarmacos se faz necessario a utilizagdo de métodos
computacionais para a analise da interacdo molécula- alvo, visando o direcionamento das
pesquisas e, dessa forma, havendo redugdo de custos e ganho de tempo.

A acridina ¢ uma molécula importante como ponto de partida para o desenvolvimento

de novos farmacos por possuir sua atividade antineopldsica ja elucidada.
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4 METODOLOGIA
4.1 Selecao dos alvos

Inicialmente foram realizadas buscas diretas nas bases de dados Science Direct,
PubMed, Scielo, Scopus e Mendeley com as seguintes palavras chave: in silico, antitumoral,
cancer, ancoragem e docking. Em seguida, através da plataforma PDB foram escolhidos 106
artigos com qualis Al, A2 e Bl. Desses 106 artigos selecionou-se 9 com qualis Al e que
abordavam tipos de cancer com maior relevancia.

Através dos artigos selecionados foram definidos os nove alvos analisados no estudo
de docking molecular. As oito moléculas deste estudo fazem parte da quimioteca do
Laboratério de Sintese e Vetorizacdo Molecular da Universidade Estadual da Paraiba- UEPB

e foram escolhidas por apresentarem melhores resultados in vitro de suas determinadas séries.

4.2 Obtencao e preparacao dos alvos bioldgicos

Para obtencdo dos nove alvos bioldgicos CYP19A1 (PDB ID 5jkv), CK2 (PDB ID
3owk), STEAP3 (PDB ID 2vg3), HSP90 (PDB ID 2vci), EG5 (PDB ID 4bbg), ERK (PDB ID
20jg), MCL-1 (PDB ID 6fs0), VPS34 (PDB ID 4uwf) e TOPOISOMERASE II ALFA (PDB
ID 5gwk) foi utilizado o banco de dados do PDB e, logo em seguida foi iniciado o processo
de preparacao dos alvos.

Para o estudo da interagdo molécula- alvo a macromolécula foi baixada no formato
PDB e aberta no programa PyMOL Win, foi realizado a remog¢do da dgua, assim como de
pequenas moléculas (ex: Mg, Cl, Fe). Apos este procedimento foi extraido o ligante, que
consiste em um farmaco ja utilizado para o alvo. Ele serve de pardmetro para os resultados,
bem como, para a realizagdo do redocking onde ocorre a validagdo do método realizado. E

dessa forma, o alvo tratado esta pronto para o estudo de docking.

4.3 Preparacao dos ligantes

Os oito compostos analisados (AMTAC 01, AMTAC 02, AMTAC 06, AMTAC 16,
GLCL 04, GLDL 01, SOLAC 01 e SOLAC 02) foram desenvolvidos de um fragmento
privilegiado (nucleo de acridina), a partir de planejamentos moleculares, como o baseado na

estrutura do receptor (SBDD) levando em consideracdo o alvo biologico, além do
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planejamento fundamentado no fragmento privilegiado de droga ja descoberta (FBDD) que no

caso ¢ a m-amsacrina (Figura 3).
Figura 3- m-Amsacrina
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Fonte: Ketron et al. (2012)

Os ligantes foram desenhados no ChemDraw Ultra 12.0 (Figura 4) e, em seguida,
foram submetidos no programa Chem3D Pro 12.0 para andlise conformacional através do
calculo de mecanica molecular minima e dindmica (MM2) obtendo a conformacdo com

menor energia. Apos o calculo do MM2, os compostos foram salvos no formato MOL2.

Figura 4- Derivados da acridina utilizados para o estudo de docking molecular

COMPOSTO NOMENCLATURA ESTRUTURA

AMTAC 01- (E)-1"-(benzylideneamino)-
5"-oxo-1',5"-dihydro-10H-spiro[acridine-
9,2"-pyrroleJ-4'-carbonitrile

AMTAC 02- (E)-1"-((4- -
methoxybenzylidene)amino)-5"-oxo-1',5'- T ] b
Derivados da | dihydro-10H-spirofacridine-9,2"-pyrrole]- e T W G
acridina 4'-carbonitrile 2 Yl
(AMTAC) AMTAC 06- (E)-1"((4- . 1 1 ]

chlorobenzylidene)amino)-5'-oxo-1'5"-
dihydro-10H-spirofacridine-9,2'-pyrrole]-

4'-carbonitrile AMIAC 02 R- 0css
AMTAC 16- (E)-1"-((3-ethoxy-4- AMTAC 16. R~ 3-0CH2CH3 4-OH

hydroxybenzylidene)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihydro-10H-spirofacridine-9,2'-pyrrole]-
4'-carbonitrile
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(Continuacado)

Derivado | SOLAC 01- (E)-2-(acridin-9-yImethylene)-N- > /l\ /l\ o

s da phenylhydrazinecarbothioamide [ T 1 .
acridina [ SOLAC 02- (E)-2-(acridin-9-ylmethylene)-N-| .~ . rf T N \T
(SOLAC) | (4-chlorophenyl)hydrazinecarbothioamide _| N

“ e R /"Cl
|

Derivado (E)-N-(acridin-9(10H)-ilideno)-2- il

s da (2,4diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioami o
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(GLCL

. LI

Derivado (2E,NE)-2-benzilideno-N-(6-cloro-2- c”
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H

Fonte: Proprio autor

Para este estudo alguns parametros foram calculados através da Equacdo de
Westhemeier, o qual avaliou as propriedades especificas da molécula, tais como: Energia de
estiramento (ou compressdo) (Es), Energia de deformagdo angular (Eb), Energia de tor¢do em
torno de ligagdes (Ew) e Energia de interacdo ndo-ligante (Enb) (MOURA, 2019).

As estruturas quimicas de todos os ligantes utilizados nos estudos de docking

molecular que foram co-cristalizados com os alvos encontram-se no anexo A.
4.4 Estudos de ancoragem molecular para validagao (redocking)
Visto que as estruturas cristalograficas dos alvos bioldgicos estao co-cristalizadas com

os ligantes (Anexo A), foi realizada a redocagem como método de validagdo. Este método

baseia-se em submeter o mesmo ligante co-cristalizado com o biorreceptor em questdo aos
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estudos de ancoragem molecular e observar se as interacdes com os residuos de aminodacidos
chave e a orientagdo espacial do ligante sdo preservadas, ou seja, que o RMSD (root-mean-
square deviation) entre o ligante cristalografico e a proteina ou enzima seja 0 menor possivel,
de modo a comprovar a capacidade preditiva do modelo /n silico (MOURA, 2019).

Para realizar a validagdo do método além do programa AutoDock Tools 1.5.6 foi
utilizado o Discovery Studio 2.0 no qual é possivel observar a sobreposi¢ao entre o ligante
cristalografado e a molécula em estudo.

No anexo B, encontra-se todas as imagens em trés dimensodes obtidas do redocking de

cada alvo especifico.

4.5 Obtencao das interagoes 2D entre os alvos e os ligantes

As ilustragoes 2D foram geradas através do programa Discovery Studio 2.0, no qual
foi possivel definir as interagdes ocorridas entre o alvo e o ligante, assim como as distancias
das mesmas. E dessa forma, foi possivel analisar os tipos de interagcdes envolvidas, os
residuos que estdo interagindo com a molécula e as ligagdes mais estaveis através da andlise

da distancia de ligagdo molécula- alvo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Redocking

Primeiramente, foram realizados os estudos de redocking entre os ligantes co-
cristalizados com as suas respectivas enzimas.

Na tabela 5 ¢é possivel observar os resultados de redocking para as nove enzimas, onde
constam os valores de Energia Livre de Ligacdo (kcal mol), as constantes de afinidade (Ki) e
os valores de RMSD (Desvio médio quadratico do ligante antes e depois do ancoramento) das

estruturas analisadas.

Tabela 5- Redocagem molecular como método de validagao do estudo

ENZIMAS REDOCKING
Energia Livre Constante de RMSD (clusteringg)  RMSD (reference)
de Ligacao Afinidade (Ki) (A)
(Kcal mol™) M
CYP19A1 -12,80 0,41533 0,13 0,63

CK2 -9,32 147,32 0,04 0,49
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(Continuagao)
STEAP3 -11,98 1,65 0,00 1,65
HSP90 -11,69 2,71 1,33 0,96
EG5 -9,84 60,95 0,21 0,76
ERK -8,01 1350 0,31 0,70
MCL-1 -16,81 0,00047262 0,04 0,60
VPS34 -7,95 1490 0,12 0,55
TOPO I
ALFA

Fonte: Proprio autor

De acordo com estes resultados, os redocking dos ligantes com suas respectivas
enzimas apresentaram importantes interagdes, visto que quanto menor a energia livre de
ligagdo maior sera a interacdo do ligante com a enzima. Nesse caso, todos os ligantes
apresentaram atividades inibitorias. Outra informagao que corrobora com o resultado obtido ¢
a previsdo da constante de afinidade Ki. Por fim, a validagdo da metodologia se da pelos
valores de RMSD, o qual, como descrito na metodologia, deve apresentar valores < 2,0 A.

Na Figura 5 € possivel visualizar a posi¢ao espacial de cada atomo do ligante EUT co-

cristalizado (em rosa) e do mesmo ligante redocado (em verde).

Figura 5- Redocking do alvo VPS34 com o ligante EUT

Fonte: Proprio autor

Analisando a Figura 5 ¢ possivel verificar que a posicao espacial dos atomos do EUT
redocado ¢ muito semelhante a0 mesmo ligante co-cristalizado com a estrutura VPS34,
estando em acordo com o valor de RMSD disposto na Tabela 5. Porém, essas posigdes ainda
possuem pequenas variagdes justificando uma pequena elevagdo no valor do RMSD da

estrutura de 0.55. Portanto, compreende-se que o modelo computacional ¢ eficiente em suas
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previsdes, porém possui limitacdes que necessitam ser avaliadas cuidadosamente para cada

ligante.

5.2 Docking molecular
5.2.1 Docking molecular do alvo CYP19A1 (PDB ID 5JKV)

Segundo a literatura o citocromo p450 19 subfamilia a membro 1 é uma proteina que
catalisa os ultimos passos da biossintese do estrogénio. Sendo um alvo para o tratamento de
cancer de mama.

Na tabela 6, encontra-se descritos os resultados de docking molecular obtidos para o
alvo CYP19AL.

Tabela 6- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo CYP19A1 (PDB ID 5JKV)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade = RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -1,83 45890000 0,00
AMTAC 02 -1,20 132180000 0,11
AMTAC 06 2,93 - 0,18
AMTAC 16 0,98 - 0,07
GLCL 04 -10,13 37,62 0,40
GLDL 01 -10,60 17,01 0,37
SOLAC 01 -10,31 27,7 0,22
SOLAC 02 -10,41 23,55 0,16
Ligante ASD -12,80 0,41475 0,00

Fonte: Proprio autor

Ao analisar a tabela acima, ¢ possivel perceber que o ligante padrao ASD apresentou
melhor interagdo (-12.8 Kcal mol™) e afinidade (0,41475 nM) com o alvo proposto quando
comparado com os outros compostos. Contudo, entre os compostos analisados os que
apresentaram melhores resultados foram: GLDL 01, SOLAC 02, SOLAC 01 ¢ GLCL 04,
respectivamente. Os compostos AMTAC 06 ¢ AMTAC 16 apresentaram Energia Livre de
Ligacdo positiva, portanto, a interagdo dessas estruturas com o alvo ndo sdo espontaneas,
podendo ser devido as restricdes conformacionais dos derivados espiro-acridinicos que

impedem uma melhor interacdo com pontos importantes do alvo. Ja os derivados GLDL 01,
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GLCL 04, SOLAC 01 e SOLAC 02, por serem compostos de cadeias abertas podem
favorecer essas interagdes Logo, o alvo CYP 19A1 ndo ¢ um alvo interessante para os
AMTAC:.

O ligante ASD apresentou um menor numero de interagdes com o alvo quando
comparado com o composto GLDL 01, entretanto, foi o que apresentou menor Energia Livre
de Ligagdo. O composto GLDL 01 realizou intera¢des semelhantes ao ligante ASD, como por
exemplo, ligacdo de hidrogénio convencional com MET A:374, sendo esta ligacdo mais
estavel no ligante ASD, visto que a distincia da interagio foi de 1.88 A em relagio ao
composto GLDL 01 que foi de 2.09 A, o que pode sugerir que essa interagdo com o
aminoacido MET A:374 ¢ importante, justificando assim, a Energia Livre de Ligacdo e a

Constante de Afinidade encontradas (Figura 6).

Figura 6- Representagao 2D das interagdes entre o composto GLDL 01 (A) e o ligante ASD

(B) com o alvo CYP19AI
(A) (B)
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Fonte: Proprio autor

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.
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5.2.2 Docking molecular do alvo CK2 (PDB ID 30WK)

Segundo PRUDENTE e colaboradores (2010), a proteina caseina quinase realiza
funcdo no crescimento celular, apoptose, diferenciacao celular e transformagdo oncogénica e
tem sido associada ao cancer de prostata, leucemia mieldide aguda, cancer de ovario e mama.

Os resultados de docking molecular obtidos para o alvo CK2, encontram-se na tabela

Tabela 7- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo CK2 (PDB ID 30WK)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -7,53 3000 0,15
AMTAC 02 -7,76 2050 0,14
AMTAC 06 -7,86 1720 0,00
AMTAC 16 -7,94 1520 0,08
GLCL 04 -10,34 26,38 0,28
GLDL 01 -10,81 11,83 0,38
SOLAC 01 -9,58 94,44 0,33
SOLAC 02 -9,92 53,53 0,41
Ligante 18E -9,33 145,07 0,00

Fonte: Proprio autor

Ao analisar a tabela 7, observou-se que os compostos GLCL 04, GLDL 01, SOLAC
01 e SOLAC 02 apresentaram energias menores que o composto de referéncia ja conhecido
18E, ou seja, obtiveram uma melhor interacdo enzima- ligante bem como, valores de
constante de afinidade (Ki) mais baixos, o que indica que apresentaram maior afinidade do

ligante com a estrutura cristalografica.

Na figura 7 € possivel observar as interacdes ocorridas entre 0 composto com menor
Energia Livre de Liga¢do, GLDL 01 (-10.81 Kcal mol™) com a enzima CK2, bem como, as
interagdes entre o ligante, 18E (-9.33 Kcal mol™) com seu respectivo alvo. Podemos observar
que o composto GLDL 01 apresentou ligagcdes semelhantes ao ligante 18E, como por
exemplo, ligacdo de hidrogénio convencional com VAL A:116 e ligacao Pi- Sigma com ILE

A:174. Contudo, a liga¢do de hidrogénio convencional que o ligante 18E realiza com VAL A:
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116 apresenta distancia de 3.55 A, ji o composto GLDL 01 interage com VAL A:116 com

uma distancia de 3.83 A. O que implica dizer que esta interagdo é mais estavel no ligante 18E.

Figura 7- Representagdo 2D das interagdes entre o composto GLDL 01 (A) e o ligante 18E

(B) com o alvo CK2
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Fonte: Proprio autor

O composto GLDL 01 apresentou duas interacdes em que o ligante 18E nao
apresentou, sdo elas: Pi- Cation com HIS A:115 e Pi- Enxofre com MET A:163, o que pode

sugerir o motivo ao qual o GLDL 01 obteve menor Energia Livre de Ligacdo e,

consequentemente, a formacdo de um complexo ligante- proteina mais estavel.

A seguir, ¢ possivel observar as interagdes ocorridas entre o composto espiro-

acridinico (AMTAC 01) com a proteina quinase (CK2) (Figura 8).
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Figura 8- Representacdo 2D das interagdes entre o composto AMTAC 01 com o alvo CK2
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Fonte: Proprio autor

Como foi mostrado na tabela 7, o AMTAC 01 foi o composto que apresentou menor
interagio com a Energia Livre de Ligacdo de -7.53 Kcal mol”' quando comparado, por
exemplo, com o GLDL 01 que obteve uma Energia Livre de Ligagao de -10.81 Kcal mol ™.
Estes resultados podem ser justificados pelas conformagdes dos compostos, ou seja, o
derivado espiro-acridinico ciclico (AMTAC 01) apresenta restrigdes conformacionais o que
ocasiona uma diminui¢do das interagdes com o alvo terapéutico e, assim, uma maior Energia

Livre de Ligagao.

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.

5.2.3 Docking molecular do alvo STEAP3 (PDB ID 2VQ3)

Segundo Hubert (1999), o antigeno epitelial seis-transmembranar da prostata ¢ um

gene especifico da prostata e € Uinico entre os marcadores desse tipo de cancer atualmente
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conhecidos devido a sua suposta estrutura secundaria. Logo, ¢ um alvo potencial para este

tipo de cancer.

Na tabela 8, estdo descritos os resultados de docking molecular obtidos para o alvo

STEAP3.

Tabela 8- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo STEAP3 (PDB ID 2VQ3)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade = RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -7,88 1680 0,04
AMTAC 02 -8,07 1210 0,12
AMTAC 06 -8,09 1170 0,07
AMTAC 16 -7,71 2220 0,22
GLCL 04 -10,28 29,24 0,38
GLDL 01 -9,05 234,23 0,55
SOLAC 01 -9,39 130,97 0,18
SOLAC 02 9,39 130,69 0,27
Ligante NAP -11,98 1,65 0,91

Fonte: Proprio autor

Podemos observar que nenhum dos compostos em andlise obteve resultados mais
satisfatorios do que o ligante ja conhecido NAP (-11.98 Kcal mol™), contudo, entre os
compostos, 0 que apontou a formacdo de um complexo enzima-ligante mais estavel foi o
GLCL 04, que apresentou valores de Energia Livre de Ligacdo de -10.28 Kcal mol” e
Constante de Afinidade de 29.24 nM.

O AMTAC 16 foi o composto que atingiu o resultado menos satisfatorio para este alvo
com a Energia Livre de Ligagdo de -7.71 Kcal mol™ ¢ Constante de Afinidade de 2.220 nM.
Devido este composto ser um derivado espiro-acridinico ciclico ele apresenta restrigdes
conformacionais o que resulta na diminui¢do das interacdes molécula- alvo e, assim, uma
maior Energia Livre de Liga¢do quando comparado como, por exemplo, o derivado
tiossemicarbazonico-acridinico (GLCL 04) com a Energia Livre de Ligacdo de -10.28 Kcal

mol ™.
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A figura 9 mostra as interagdes ocorridas entre o composto GLCL 04 (-10.28 Kcal
mol™ - 29.24 nM) com a enzima STEAP3. Bem como, as interagdes ocorridas entre o ligante
NAP que obteve melhor interagdo e afinidade (-11.98 Kcal mol” - 1.65 nM) com o alvo
terapéutico. Através dessas ilustragdes 2D podemos observar que o ligante NAP fez interacao
semelhante a 0 GLCL 04, como por exemplo, a ligagdo de hidrogénio convencional com PHE
A:39. Entretanto, esta intera¢do é mais estavel no ligante NAP devido a distancia de 4.08 A
em comparacdo ao composto GLCL 04 que foi de 5.08 A. Além de que, o ligante NAP
apresentou mais regides de interacdo, o que justifica sua maior interagdao com o alvo quando

comparado com o composto GLCL 04.

Figura 9- Representagdo 2D das interagdes entre o composto GLCL 04 (A) e o ligante NAP

(B) com o alvo STEAP3
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Fonte: Proprio autor

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.
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5.2.4 Docking molecular do alvo HSP90 (PDB ID 2VCI)
Segundo a literatura a chaperona molecular 90 desempenha um papel fundamental na
assisténcia, sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, metdstase e angiogénese. E esta relacionada

ao cancer de colon.

A seguir, encontra-se descritos os resultados de docking molecular obtidos para o alvo

HSP9O0 (tabela 9).

Tabela 9- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo HSP90 (PDB ID 2VCI)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -7,95 1490 0,12
AMTAC 02 -7,68 2350 0,01
AMTAC 06 -6,57 15250 0,13
AMTAC 16 -6,58 14990 0,46
GLCL 04 -10,39 24,02 0,25
GLDL 01 -9,94 51,64 0,47
SOLAC 01 -8,88 309,16 0,35
SOLAC 02 -8,94 281,11 0,42
Ligante 2GJ -12,17 1,20 0,13

Fonte: Proprio autor

Observamos que nenhum composto apresentou Energia Livre de Ligagdo menor que a
energia do composto de referéncia 2GJ (-12,17 Kcal mol™), onde apresentou menor valor e
consequentemente, maior afinidade com a enzima. Podemos analisar também que dos
compostos desenvolvidos o que obteve melhor resultado para este alvo foi o composto GLCL
04 com Energia Livre Ligacao de -10.39 Kcal mol™ e Constante de Afinidade (Ki) de 24.02
nM.

Através da figura 10 podemos analisar as interagdes ocorridas entre o ligante que
apresentou melhor interagdo com o alvo, 2GJ (-12.17 Kcal mol™), bem como, verificamos as
interacdes geradas entre 0 GLCL 04 com o alvo HSP90. Dessa maneira, observamos que o
composto GLCL 04 exibiu interagdes semelhantes com o ligante 2GJ, como por exemplo,

ligacdo de hidrogénio convencional com ASN A:51e com ASP A:93. Sendo a ligagdo com
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ASN A:51 mais estével no ligante 2GJ devido apresentar distancia de ligacio menor (3.98 A)
quando comparado com a distincia de ligacio do composto GLCL 04 (4.00 A). Além do
mais, 0 2GJ apresentou um maior nimero de interacdes no somatorio geral do que o GLCL

04, justificando uma energia menor e, consequentemente, uma maior interagao.

Figura 10- Representacdo 2D das interagdes entre o composto GLCL 04 (A) e o ligante 2GJ

(B) com o alvo HSP90
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Fonte: Proprio autor

As imagens das intera¢des dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.

5.2.5 Docking molecular do alvo EG5 (PDB ID 4BBG)

Segundo a literatura, as cinesinas mitdticas tém extenso envolvimento ao longo da
mitose e representam uma classe interessante de alvos terapéuticos para o tratamento do
cancer de pulmao.

Na tabela 10 encontra-se exposto os resultados de docking molecular obtidos para o

alvo terapéutico EGS.
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Tabela 10- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo EG5 (PDB ID 4BBG)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -10,05 43,09 0,00
AMTAC 02 -9,77 69,30 0,12
AMTAC 06 -9,65 85,03 0,00
AMTAC 16 -9,85 60,16 0,15
GLCL 04 -10,32 27,36 0,10
GLDL 01 -8,94 280,98 0,41
SOLAC 01 -8,53 561,68 0,33
SOLAC 02 -9,00 252,62 0,31
Ligante VO2 -9,92 53,40 0,18

Fonte: Proprio autor

No docking da EGS, ¢ possivel identificar que dois compostos obtiveram melhores
resultados de energia e constante de afinidade quando comparados com o ligante, e um deles
foi o composto GLCL 04 que apresentou maior interagdo com o alvo do que os outros
compostos, uma vez que o0 mesmo exibiu os menores valores de Energia Livre de Ligagdo (-
10.32 Kcal mol™) e Constante de Afinidade (27.36 nM). J4 o ligante VO2, obteve o terceiro
melhor resultado, visto que, a Energia Livre de Ligacdo foi de -9.92 Kcal mol” ¢ a Constante
de Afinidade de 53.40 nM.

Além do GLCL 04, outro composto que apresentou uma Energia Livre de Ligacdo
menor que a do ligante de referéncia (VO2) foi 0 AMTAC 01 (-10.05 Kcal mol™) podendo ser
justificado pela especificidade do alvo EGS5, ou seja, de forma geral os compostos apresentam
seletividade em determinadas linhagens celulares podendo explicar esse resultado de Energia

Livre de Ligacdo e Constante de Afinidade.

Na figura 11, podemos observar que composto GLCL 04 realiza interacdes
semelhantes ao ligante VO2, como por exemplo, a ligacdo de hidrogénio convencional com o
aminoacido GLY A:117, entretanto, esta interacdo ¢ mais estdvel no composto GLCL 04,
visto que a distincia dessa ligagdo foi de 3.11 A em relagdo a do ligante VO2 que foi de 4.32
A. Além de que o composto GLCL 04 apresentou maior niimero de interagdes com o alvo, o
que pode justificar sua Energia Livre de Ligacdo de -10.32 Kcal mol” e sua Constante de
Afinidade de 27.36 nM.
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Figura 11- Representacdo 2D das interagdes entre o composto GLCL 04 (A) e o ligante VO2

(B) com o alvo EGS5
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Fonte: Proprio autor

As imagens das interacdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.

5.2.6 Docking molecular do alvo ERK (PDB ID 20JG)

Segundo a literatura, as anormalidades na via das ERKs desempenham um papel
critico no desenvolvimento e progressdao do cancer. A cascata das ERKs tem sido um foco de
quimiopreven¢do do cancer devido a sua importancia na carcinogénese. Logo, ¢ um alvo para
a prevengao do cancer de pele.

Abaixo estao descritos os resultados de docking molecular obtidos para o alvo ERK.

Na tabela 11 podemos observar que os compostos GLCL 04, GLDL 01, SOLAC 01 e
SOLAC 02 apresentaram valores de Energia Livre de Ligagdo mais baixos que a energia do
ligante 19A. O mesmo aconteceu com a Constante de Afinidade, podendo concluir que o

composto que apresentou melhor interagdo e afinidade com a estrutura cristalografica foi o
composto SOLAC 02.
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Tabela 11- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo ERK (PDB ID 20JG)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -4,06 1060000 0,08
AMTAC 02 -3,36 3450000 0,03
AMTAC 06 -0,33 573900000 0,23
AMTAC 16 -1,78 49570000 0,31
GLCL 04 -9,62 88,21 0,41
GLDL 01 -10,02 45,17 0,42
SOLAC 01 -9,63 86,75 0,24
SOLAC 02 -10,18 34,40 0,25
Ligante 19A -8,19 996,12 0,13

Fonte: Proprio autor

Ao analisar a figura 12, podemos identificar que o composto SOLAC 02 apresentou

interacdes semelhantes ao ligante 19A, como por exemplo, ligacdo de hidrogénio

convencional com ASP A:104, sendo esta ligagdo mais estavel no composto SOLAC 02, visto

que a distincia da interagio foi de 4.37 A em relagdo ao ligante 19A que foi de 6.04 A.

Portanto, possivelmente esta ligagdo de hidrogénio convencional com ASP A:104 seja

importante para que o docking do SOLAC 02 tenha resultado em uma Energia Livre de

Ligacdo de -10.18 Kcal mol ' comparando com o ligante 19 A que foi de -8.19 Kcal mol™.
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Figura 12- Representagdo 2D das interagdes entre o composto SOLAC 02 (A) e o ligante

19A (B) com o alvo ERK
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Fonte: Proprio autor

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.

5.2.7 Docking molecular do alvo MCL-1 (PDB ID 6FS0)

Segundo TRON e colaboradores (2018), o aumento aberrante no nivel dessa proteina

previne a apoptose, tanto promovendo o cancer quanto permitindo resisténcia a morte celular

induzida pela terapia do cancer. E varios tipos de tumores foram descritos como sendo

dependentes de MCL-1, em particular a leucemia mieldide aguda.

A seguir, estdo expostos os resultados de docking molecular obtidos para o alvo MCL-



47

Tabela 12- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo MCL-1 (PDB ID 6FS0)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade = RMSD (clustering)

Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 9,54 101,86 0,04
AMTAC 02 -8,82 341,16 0,01
AMTAC 06 -9,08 221,34 0,00
AMTAC 16 9,07 222,98 0,26
GLCL 04 -10,73 13,65 0,32
GLDL 01 -10,26 30,14 0,40
SOLAC 01 -10,13 37,67 0,00
SOLAC 02 -10,73 13,68 0,00
Ligante EAW -16,83 0,00

0,00046385999999999997

Fonte: Proprio autor

Para a Leucemia Mieldide Aguda, o ligante ja conhecido (EAW) foi o que apresentou
melhor interacdo e afinidade com o alvo. Entre os compostos analisados o que chegou mais
proximo do ligante foi o GLCL 04 apresentando uma Energia Livre de Ligacdo de -10.73
Kcal mol™ e uma Constante de Afinidade (Ki) de 13.65 nM.

Como foi observado na tabela 12, o ligante EAW apresentou menor Energia Livre de
Ligagdo (-16.83 Kcal mol™) em relagio aos outros compostos. Esse resultado pode ser devido
a estrutura do ligante que através dessa conformagdo facilitou para que houvesse melhores
pontos de interagdes e, consequentemente, menor Energia Livre de Ligacdo. Podemos
observar na figura 13 que o composto GLCL 04 apresentou ligacdes semelhantes ao ligante
EAW, como por exemplo, a ligacdo Pi- Pi em forma de T com o aminoacido PHE A: 270 e as
ligacdes Alquil/ Pi- Alquil com VAL A:253, ALA A:227, LEU A:246 e ILE A:294. Porém, o
composto GLCL 04 realizou apenas duas interacdes com o PHE A:270 ja o ligante EAW
realizou trés interacdes com o PHE A:270. Ademais, as ligacdes Pi em forma de T sdo

ligagdes energeticamente mais fracas do que a Pi-Pi por empilhamento.
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Figura 13- Representacdo 2D das interagdes entre o composto GLCL 04 (A) ¢ o ligante EAW
(B) com o alvo MCL-1
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Fonte: Proprio autor

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo

encontra-se no anexo C.

5.2.8 Docking molecular do alvo VPS34 (PDB ID 4UWF)

Segundo PASQUIER e colaboradores (2014), a fosfoinositida 3-quinase humana de
classe III ¢ uma quinase lipidica que esta envolvida no trafico de vesiculas e na autofagia e,
portanto, constitui um alvo interessante para o tratamento de tumores.

Os resultados apresentados abaixo dizem respeito ao estudo de docking molecular para
o alvo VPS34.

Tabela 13- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo VPS34 (PDB ID 4UWF)

Compostos Energia Livre de Constante de Afinidade = RMSD (clustering)
Ligacao (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM

AMTAC 01 -7,82 1860 0,19
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(Continuagao)

AMTAC 02 -8,43 662,70 0,14
AMTAC 06 -8,63 469,32 0,09
AMTAC 16 9,17 189,30 0,25
GLCL 04 -9,53 104,01 0,39
GLDL 01 -9,35 139,57 0,55
SOLAC 01 -9,84 61,20 0,22
SOLAC 02 -9,57 96,66 0,33
Ligante EUT -1,97 1450 0,00

Fonte: Proprio autor

Na tabela 13 podemos observar que o tnico composto que teve menor interagao pelo

alvo em relacdao ao ligante EUT foi o AMTAC 01. O que se repetiu na Constante de

Afinidade, ou seja, este composto apresentou menor afinidade pelo alvo em comparagdo com

os outros compostos e com o ligante. Em contra partida, a molécula que obteve melhor

resultado foi 0 SOLAC 01, onde apresentou menor Energia Livre de Ligagao (-9.84 Kcal mol
" e menor Constante de Afinidade (61.20 nM).

Figura 14- Representacdo 2D das interagdes entre o composto SOLAC 01 (A) e o ligante

EUT (B) com o alvo VPS34
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Podemos observar que o composto SOLAC 01 apresentou interacdes semelhantes ao
ligante EUT, como por exemplo, liga¢cdes de hidrogénio convencional com ILE A:685 ¢ LYS
A:636. Sendo a interacdo com LYS A:636 mais estavel no SOLAC 01, visto que a distancia
foi de 5.92 A em comparagio com EUT que foi de 6.21 A. Além de que o composto SOLAC
01 apresentou um niimero maior de interagdes, o que pode justificar uma menor Energia Livre

de Ligacao ¢ uma menor Constante de Afinidade em relag@o ao ligante EUT.

A seguir, as interagdes ocorridas entre o composto AMTAC 01 com a fosfoinositida 3-
quinase humana de classe III (VPS 34) (Figura 15).

Figura 15- Representacdo 2D das interagdes entre o composto AMTAC 01 com o alvo
VPS34
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Fonte: Proprio autor

O AMTAC 01 apresentou Energia Livre de Ligacdo de -7.82 Kcal mol™, ja o
composto SOLAC 01 apresentou uma menor Energia Livre de Ligacdo (-9.84 Kcal mol™).
Podendo observar que com a substituigdo no anel espiro-acridinico houve uma menor
restri¢do conformacional gerando assim, uma melhor interacdo com o alvo.

Portanto, o protétipo mais promissor do ponto de vista mult-target foi o composto
tiossemicarbazonico-acridinico GLCL 04 apresentando resultados mais satisfatorios em
quatro alvos quando comparado com os outros compostos espiro-acridinicos (AMTAC 01,
AMTAC 02, AMTAC 06 e AMTAC 16) e tiossemicarbazonico-acridinicos (SOLAC 01 e
SOLAC 02).
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Os compostos podem apresentar seletividade para determinados alvos, porém, perdem
completamente a afinidade por outros. Justificando assim, a atividade de compostos em
determinadas linhagens celulares e em outros alvos ndo obter uma interagdo e afinidade
satisfatoria. No caso dos AMTACs, apresentaram menor afinidade na maioria dos alvos
envolvidos no estudo, podendo ser explicado principalmente pelas restrigdes conformacionais
que esses compostos sofrem impedindo posicionamentos mais adequados nos respectivos
alvos e assim, maiores interacoes.

As imagens das interagdes dos demais compostos com o respectivo alvo encontra-se

no anexo C.

5.2.9 Docking molecular do alvo TOPOISOMERASE 11 ALFA (PDB ID 5GWK)

Segundo a literatura, as enzimas topoisomerase Il sdo importantes para resolugao de
problemas topologicos associados com a replicagdo, desempenhando também um papel
importante na estruturagao e condensag¢ao dos cromossomos. A enzima nuclear topoisomerase
[la ¢ mais incidentes em linhagens celulares de cancer de mama e de ovério.

Na tabela 14, estdo descritos os resultados de docking molecular obtidos para o alvo
terapéutico Topoisomerase II alfa.

Tabela 14- Docking molecular com derivados acridinicos no alvo TOPOISOMERASE 11

ALFA (PDB ID 5GWK)
Compostos Energia Livre de Constante de RMSD (clustering)
Ligacao Afinidade (Ki) (A)
(Kcal mol™) nM
AMTAC 01 -9,26 162,22 0,42
AMTAC 02 -9,46 115,36 0,57
AMTAC 06 -9,55 99,58 0,56
AMTAC 16 -8,91 292,58 0,75
GLCL 04 -10,15 36,18 0,77
GLDL 01 -10,04 43,51 0,83
SOLAC 01 -9,30 152,77 0,60
SOLAC 02 -9,76 69,81 0,63
AMSACRINA -10,71 14,22 0,79
Ligante ETP -12,03 1,53 0,74

Fonte: Proprio autor
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Segundo a literatura, o ligante Etoposideo ¢ um farmaco que age por inibicdo da
enzima Topoisomerase II alfa, j& a Amsacrina ¢ capaz de formar um complexo ternario, ou
seja, além de ser inibidor da enzima Topoisomerase II alfa ¢ também intercalador de DNA.

Ao analisar a tabela 14, observou-se que o ligante ETP apresentou menor Energia
Livre de Ligacdo (-12.03 Kcal mol™) e menor Constante de Afinidade (1.53 nM) quando
comparado com a Amsacrina (-10.71 Kcal mol™ — 14.22 nM) e com os derivados acridinicos.

Entre os derivados acridinicos o que apresentou maior interacao e afinidade com o
alvo foi o composto GLCL 04 com Energia Livre de Ligagdo de -10.15 Kcal mol™ e
Constante de Afinidade de 36.18 nM.

Figura 16- Representacao 2D das interagdes entre o composto GLCL 04 e o ligante ETP com
o alvo TOPOISOMERASE I1 ALFA
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A figura 16 mostra as interagdes ocorridas entre o derivado acridinico que apresentou
melhor interagao e afinidade para este alvo (GLCL 04). Bem como, as interagdes ocorridas
entre o ligante de referéncia (ETP) com a Topoisomerase 1l alfa. Onde ¢ possivel observar
que o composto GLCL 04 apresentou uma ligacdo de hidrogénio convencional com o
aminoacido ASP A:463 semelhante a ligacdo ocorrida entre o ligante ETP com o alvo. Porém,

esta ligacdo é mais estavel no ETP, visto que a distdncia da intera¢do foi de 3.68 A em
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comparagdo com o GLCL 04 que foi de 3.86 A. Além disso, o composto GLCL 04 apresentou
menor numero de interagdes com o alvo quando comparado com o ligante ETP.

A seguir, € possivel observar as interagdes ocorridas entre 0 composto Amsacrina com
a Topoisomerase II alfa (TOPOIIA) (Figura 17).

Figura 17- Representacdo 2D das interagdes entre o composto AMSACRINA com o
alvo TOPOISOMERASE II ALFA
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Na figura 17 podemos destacar trés ligagdes de hidrogénio convencional que a
Amsacrina realiza com o aminoacido ARG A:487 e com as bases nitrogenadas ADENINA
F:12 e TIMINA D:9. Podemos observar que esta ligagdo com ARG A:487 também estd
presente no ligante ETP, sendo mais estdvel no Etoposideo, visto que a distancia foi de 3.07 A
em comparacio com a Amsacrina que foi de 4.42 A. Outro ponto a se observar ¢ quantidade
de ligacdes de hidrogénio convencional apresentada no GLCL 04, ETP ¢ na Amsacrina.
Como foi visto na tabela 14, o ETP apresentou melhor interacdo com o alvo quando
comparado com a Amsacrina e com o GLCL 04. Bem como, apresentou maior niimero de
ligagdes de hidrogénio convencional (quatro ligagdes) quando confrontado com a Amsacrina
(trés ligacdes) e com o composto GLCL 04 (uma ligacao). Podendo sugerir que essas ligagdes

sdo importantes para a menor Energia Livre de Ligacao e menor Constante de Afinidade.
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Logo, a conformagdo do composto gera seletividade para determinados alvos, porém,
perdem completamente a afinidade por outros. Justificando assim, a atividade de compostos
em determinadas linhagens celulares e em outros alvos ndo obter uma intera¢do e afinidade

satisfatoria.
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6 CONCLUSAO

Para os estudos de docking molecular foram escolhidos oito derivados acridinicos e
nove alvos para o tratamento de tipos de cAncer com maiores relevancias. Dessa maneira, para
a validagdo da metodologia foi realizado o redocking, onde o RMSD (root-mean-square
deviation) entre os ligantes cristalograficos e a proteinas ou enzimas apresentaram valores
inferiores a 2,0 A, comprovando a capacidade preditiva do modelo in silico.

Os compostos tiossemicarbazonicos-acridinicos (GLCL 04, GLDL 01, SOLAC 01 e
SOLAC 02) apresentaram maior interacao e afinidade em todos os alvos envolvidos no estudo
quando comparados com os compostos espiro-acridinicos (AMTACs), podendo ser
justificado pela conformagao dos compostos, ou seja, os quatro compostos (GLCL 04, GLDL
01, SOLAC 01 e SOLAC 02) sdo derivados acridinicos de cadeia aberta permitindo assim,
um maior nimero de conformagdes e uma maior quantidade de interagdes realizadas com o
alvo.

Entretanto, os AMTACs s3ao compostos espiro-acridinicos ciclicos, o que tornam as
moléculas mais rigidas e dessa forma, ocasionam maiores restricdes conformacionais gerando
uma diminui¢do dos pontos de interagcdes com o alvo terapéutico e assim, uma maior Energia
Livre de Ligagao.

Porém, essas restrigdes conformacionais dos AMTACs ndo tornam esses compostos
menos importantes € menos significativos do que os compostos tiossemicarbazonicos-
acridinicos, pois, estas restrigdes resultam em maior seletividade em alguns alvos
farmacologicos. E dessa forma, poderia apresentar menos toxicidade e consequentemente,

menos reagdes adversas para os pacientes.
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7 PERSPECTIVAS

- Executar outros estudos de docking molecular visando outros alvos farmacologicos;

- Realizar testes /in vitro com os compostos que obtiveram melhores resultados nos
seus respectivos alvos;

- Realizar testes /in vivo dos compostos mais promissores nos estudos /in vitro;

- Elucidar possiveis mecanismos de acao;

- Publicar artigos cientificos.
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ANEXO A - ALVOS E SEUS RESPECTIVOS LIGANTES

ALVO LIGANTE LIGANTE
(Nomenclatura) (Estrutura)
CYP19Al1 4-androstene-3-17-dione
(PDB ID:
5JKV)
CK2 7-chloro-10-methyl-11H- CHy
(PDB ID: | benzo[g]pyrido[4,3-b]indol-3-0/ -
30WK) C ] k.
vas
Fonte: PDB
STEAP3 2'-monophosphoadenosine 5'- "
(PDB ID: diphosphoribose \l/l ﬁJ
2VQ3) '

Fonte: PDB
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(Continuagao)
HSP90 5-[2,4-dihydroxy-5-(1-
(PDB ID: methy/ethy/)pheny/]_-N-ethy/-4-[4-
(morpholin-4-
2VCI) ylmethyl)phenyl]isoxazole-3-
carboxamide
Fonte: PDB
EG5 3-[(R)-2-azanylethylsulfanyl-(3- HyC
(PDB ID: | ethylphenyl)-phenyl-methyl]ohenol
4BBG)
MNH,
Fonte: PDB
ERK N,N-dimethyl-4-(4-phenyl-1H-
(PDB 1D: pyrazol-3-yl)-1H-pyrrole- 2-
20JG) carboxamide
Fonte: PDB
MCL-1 AZD5991 % i
J T"e -
(PDB ID: el ’\::‘:-i\ /'“'-hﬂ' N
6ES0) o'y L 7\
= G T
\ )=/
S m/%_/'

L “

%
LM:

Fonte: PDB
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(Continuagao)

VPS34 (8S)-9-[3,5-bis(fluoranyl)phenyl]-2- v .
(PDB ID: | morpholin-4-yl-8-(trifluoromethyl)-
4UWF) 7,8-dihydro-6H-pyrimidof1,2- /\ :
ajpyrimidin-4-one , o
\/ri N“§I/ | \(
| N
Fonte: PDB
TOPOIIA | (5S,5aR,8aR,9R)-9-(4-hydroxy-3,5- £y CHy
(PDB ID: dimethoxyphenyl)-8-oxo-
5GWK) 5,5a,6,8,8a,9-

hexahydrofuro[3',4':6,7 Jnaphtho[2,3-
dJ[1,3]dioxol-5-yl 4,6-O-[(1R)-
ethylidene J-beta-D-glucopyranoside

OH

Fonte: PDB

ANEXO B - REDOCAGEM MOLECULAR COMO METODO DE VALIDAGCAO DO
ESTUDO (IMAGENS 3D)

Alvo

Redocking

CYPI19Al
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(Continuagao)

CK2

STEAP3

HSP90
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(Continuagao)

EG5

ERK

MCL-1

VPS34
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(Continuagao)

TOPOIIA

Fonte: Proprio autor



ANEXO C- INTERAGOES EM 2D DOS COMPOSTOS COM OS ALVO:!
Alvo CYP19A1 (PDB ID 5JKV)
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ILE ILE
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7S "togmm 2.74
2:76 4.3‘.‘.“ : i
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[ Pidone pair [ -yt Bl 7some
| Pi-Lone Pair
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