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RESUMO

O cancer é considerado o principal problema de saide publica no mundo. Embora existam
diversos antineoplasicos utilizados na clinica, eles apresentam limitacdes de seletividade e,
consequentemente toxicidade. Atualmente, a quimica computacional é imprescindivel na
pesquisa e no planejamento racional de farmacos, pois, reduzem o0s custos desnecessarios e o
tempo de pesquisa. Os derivados acridinicos sdo agentes quimioterapicos importantes que
possuem um nucleo privilegiado. Atraves dessa premissa, essa pesquisa tem por objetivo
avaliar possiveis mecanismos de agdo de derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos através
de estudos in silico e in vitro, avaliando também parametros farmacocinéticos de ADMET. Os
estudos in silico foram realizados nos alvos de DNA, Topoisomerase II a/DNA e albumina
bovina utilizando plataformas como: AutoDock Tools, Gromacs, Discovery Studio,
SwissADME e pK-CSM. Os estudos in vitro no sSDNA e na albumina bovina se deram através
de espectroscopia de absorcdo em UV/visivel e emissdo de fluorescéncia. Ja para testar a
capacidade de inibicdo da topoisomerase Ilo, os compostos foram avaliados no ensaio de
relaxamento de DNA plasmidial. Nos estudos in vitro para o ssDNA, ocorreu um
hipercromismo de 50% para o0 GLDL 06 e 33% para o GLDL 07, concordando com os dados
in silico, nos quais, 0 GLDL 06 apresentou melhor AG e Ki, além de ser mais estavel no alvo
do que o GLDL 07. Além disso, ambos 0s compostos obtiveram valores tipicos de
intercaladores de DNA. Para os ensaios de inibicdo da topoisomerase/DNA, o composto GLDL
07 exibiu inibicdo de topoisomerase em 92% e o GLDL 06 inibiu a enzima em 54%, esses
resultados corroboram com os dados obtidos computacionalmente. Nos estudos in vitro para a
albumina bovina, o composto GLDL 07 apresentou discretamente uma maior interacao
comparando com o GLDL 06, esses resultados sdo reproduzidos no docking e na dinamica
molecular. E por fim, ao analisar os resultados farmacocinéticos in silico concluiu-se que 0s
derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos violaram no maximo uma das regras de Lipinski,
porém, ndo violaram nenhuma regra de Veber e sdo compostos Drug Like. Além disso, esses
compostos apresentam uma maior dose tolerada no organismo humano do que a amsacrina e o
etoposideo. Logo, através dos resultados apresentados durante o trabalho pode-se concluir que
0s compostos GLDL 06 e GLDL 07 sdo moléculas promissoras para o tratamento de neoplasias

e, desse modo, é imprescindivel mais estudos e aprimoramento dessas moléculas.

Palavras-chave: Docking molecular; dindmica molecular; In vitro; farmacocinética;

derivados acridinicos; atividade antitumoral.



ABSTRACT

Cancer is considered the main public health issue worldwide. Although there are several
antineoplastic agents used clinically, they show selectivity limitations and, consequently, high
toxicity. Currently, computational chemistry is essential in research and rational drug design,
as it reduces unnecessary costs and research time. Acridine derivatives are important
chemotherapeutic agents that contain a privileged nucleus. Based on this premise, this research
aims to evaluate possible mechanisms of action of thiosemicarbazone-acridine derivatives
through in silico and in vitro studies, along with the evaluation of ADMET pharmacokinetic
parameters. In silico studies were performed on DNA targets, Topoisomerase 11 o/DNA, and
bovine albumin using platforms such as AutoDock Tools, Gromacs, Discovery Studio,
SwissADME, and pK-CSM. The in vitro studies on ssDNA and bovine albumin were
performed using UV/visible absorption and fluorescence emission spectroscopy. To determine
the ability to inhibit topoisomerase Ilo, the compounds were evaluated in the plasmid DNA
relaxation assay. In vitro studies for ssSDNA revealed a hyperchromism of 50% for GLDL 06
and 33% for GLDL 07, in agreement with the in silico data, in which GLDL 06 presented better
AG and Ki, in addition to being more stable on the target than GLDL 07. Furthermore, both
compounds obtained typical DNA intercalator values. For topoisomerase/DNA inhibition
assays, compound GLDL 07 exhibited topoisomerase inhibition of 92% and GLDL 06 inhibited
the enzyme by 54%, these results corroborate the data obtained computationally. During in vitro
studies with bovine albumin, the compound GLDL 07 showed a slightly greater interaction
compared to GLDL 06, these results are reproduced in docking and molecular dynamics.
Finally, when analyzing the in silico pharmacokinetic results, it was concluded that the
thiosemicarbazone-acridine derivatives violated at most one of Lipinski's rules. However, they
did not violate any of Veber's rules and are Drug Like compounds. In addition, these compounds
have a higher tolerated dose in the human body than amsacrine and etoposide. Therefore,
through the obtained results, it can be concluded that the compounds GLDL 06 and GLDL 07
are promising molecules for the treatment of neoplasms and, therefore, further studies and

improvement of these molecules are essential.

Keywords: Molecular docking; molecular dynamics; In vitro; pharmacokinetics; acridine
derivatives; antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma patologia caracterizada por uma alteragdo nos mecanismos que regem
a proliferacdo e diferenciacdo celular. Esta doenca pode ser causada por fatores intrinsecos
(genes herdados) ou extrinsecos (exposi¢do do corpo a produtos quimicos, radiacdo, agentes
infecciosos, entre outros) (AGI; OLIVEIRA; SILVA, 2022; AL-OMARY et al., 2012).

A medida que os paises se modernizam e a populacio mundial continua envelhecendo,
a morbimortalidade por cancer esta aumentando, dentre eles, podemos destacar o cancer de
pulmao, figado, colorretal, estbmago e mama que sdo as causas mais comuns de mortes por
essa doenca a cada ano (NAIR; SANDHU; SHARMA, 2018).

O céancer é considerado o principal problema de satde publica no mundo e esta entre as
quatro principais causas de morte em individuos antes dos 70 anos de idade, sua incidéncia e
mortalidade vém aumentando no mundo, devido a varios fatores, entre eles, o envelhecimento,
crescimento populacional e por fim, pela mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores
de risco de cancer, especialmente aos associados ao desenvolvimento socioecondmico (INCA,
2019).

O INCA (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva) no ano de 2019,
estimou para 0s anos de 2020-2022, aproximadamente 625 mil casos novos de cancer (450 mil,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma seré o
mais incidente (177 mil), seguido pelos canceres de prostata e mama (66 mil cada), colon e reto
(41 mil), pulméo (30 mil) e estdmago (21 mil).

Para o tratamento do cancer existem varias alternativas que sao definidas apds avaliacao
da gravidade da doenca ou a condigédo do paciente. Essas alternativas podem ser escolhidas em
conjunto ou isoladas, e entre elas podemos destacar: a intervencdo cirdrgica, radioterapia,
quimioterapia e a terapia génica. Sendo a quimioterapia um dos tratamentos mais utilizado
devido a ampla disponibilidade de moléculas quimicas. Todavia, na atualidade sédo poucos tipos
de cancer tratados apenas com monoterapia, sendo a quimioterapia bem utilizada em
associacao, e por isso, é de suma importancia o aprimoramento deste método, impulsionando a
pesquisa e 0 desenvolvimento de novos quimioterapicos mais seletivos e menos toxicos, em
especial para tumores solidos (GEYER et al., 2006; GOUVEIA, 2017; KLIGERMAN, 2000).

Embora existam diversos antineoplasicos, muitos deles ja desenvolveram resisténcias
maultiplas, sendo uma das principais dificuldades para o tratamento do cancer, além de altas

toxicidades. Por isso, a importancia do desenvolvimento de outros agentes quimioterapicos com
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atividade antitumoral para impedir o crescimento celular resistentes e/ou destruir as células
cancerigenas (BODDU et al., 2018; RAKESH et al., 2019).

Para o desenvolvimento de novas entidades quimicas faz-se necessario o conhecimento
da quimica medicinal, cuja é denominada como uma area interdisciplinar que compreende a
invencdo, descobrimento, desenho, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente
ativos, interpretacéo da forma de interagéo do farmaco com o alvo a nivel molecular, construcéo
da relacdo estrutura-atividade e estudo do seu metabolismo (FRAGA; LIMA; BARREIRO,
2011; SILVA-JUNIOR, 2022).

Nas ultimas décadas, estdo sendo executados um significativo nimero de tecnologias
em projetos de pesquisa para desenvolvimento de farmacos. Estes estudos fornecem a
comunidade cientifica uma vasta quantidade de dados e informacGes que podem ser
transformadas em conhecimento quimico e biol6gico. A exemplo podemos destacar a
seletividade, afinidade e poténcia, e dessa forma, mostrar a importancia das técnicas
computacionais. Através de dados e mapeamento da estrutura 3D de alvos moleculares e
ligantes, aplicadas ao estudo de sistemas bioldgicos, estas pesquisas podem guiar a identificacdo
e otimizacgdo de novos candidatos a farmacos (GOMES, 2019).

Nesse sentido, algumas entidades quimicas se destacam, como os derivados acridinicos,
que sdo agentes quimioterapicos amplamente estudados como antimalaricos, antiprotozoario,
antibactericida e antitumoral. Esses compostos se apresentam como uma das opcdes de
quimioterapicos por possuirem um nucleo privilegiado e sdo caracterizados por um sistema
policiclico planar, tomado por trés ou quatro anéis e um ou dois grupos substituintes flexiveis
(BALIWADA et at., 2022; MOURA, 2009).

Diante dessa problematica que envolve um dos maiores problemas de saide publica, e
de todas as dificuldades enfrentadas na terapéutica, se faz necesséaria a busca incansavel por
novos candidatos a farmacos com potencial atividade antitumoral que possam apresentar maior
seletividade e consequentemente, menor toxicidade e efeitos colaterais. Bem como, compostos
gue possam superar 0s mecanismos de resisténcia e assim, aumentando a eficacia do tratamento
e diminuindo o indice de recorréncia do cancer, melhorando o progndéstico do paciente.

Dessa forma, esse trabalho propde avaliar possiveis mecanismos de acdo de derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos através de estudos in silico e in vitro, avaliando também
parametros farmacocinéticos de ADMET. Afim de aprimorar compostos promissores para o
tratamento do cancer apresentando maior seletividade, menor toxicidade e capazes de inibir a

resisténcia a multiplas drogas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil farmacodindmico de derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos por
meio de estudos in silico e in vitro. Além de analisar os parametros farmacocinéticos de
ADMET.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho envolverao:
a) realizar estudos de docking molecular, de compostos previamente planejados, sintetizados
e elucidados, nos alvos de DNA, complexo Topoisomerase 11 o/DNA e albumina bovina;
b) executar estudos de dindmica molecular dos compostos em DNA, complexo
Topoisomerase 1l o/DNA e albumina bovina;
c) promover os estudos in vitro no DNA através de espectroscopia de absor¢do em UV/visivel
e emissdo de fluorescéncia;
d) executar os estudos in vitro em albumina bovina atraves da espectroscopia de absor¢éo em
UV/visivel e emissdo de fluorescéncia;
e) realizar estudos in vitro do complexo Topoisomerase Il a/DNA;
f) obter os dados farmacocinéticos in silico da absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo

e toxicidade (ADMET) e observar os melhores compostos em relagéo a estes parametros.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer

O céncer é uma doenca multifatorial compreendida como uma desordem celular, em
que, ocorre o crescimento e proliferacdo anormal de células (Figura 1), com o potencial de
invadir e se espalhar para outras partes do corpo originando a metastase. Essa desordem celular
¢ causada por variacdes geneticas e influenciadas por fatores ambientais (ALPHONSA, 2020;
GUI; BIVONA, 2022; GURRAPU et al., 2020; KUNWAR et al., 2021; TAHA et al., 2019).

Figura 1 — Proliferacdo anormal de células
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Fonte: BioRender com modificagdes (2022).

A neoplasia maligna é a segunda principal causa de mortalidade e representa um dos
maiores problemas de saude mundial, sendo uma das doencgas com alta incidéncia de o6bitos.
Estimam-se para cada ano mais dez milhdes de pessoas sejam acometidas por essa doenca. Em
2018 foram relatadas uma média de 9,6 milhdes de mortes no mundo e a probabilidade é que
aumente mais de 13,1 milhGes até 2030 (MANASA et al., 2020; YADAV et al., 2022).

O tratamento farmacoldgico para o cancer ainda é agressivo devido a pouca seletividade
dos farmacos gerando alta toxicidade. Todo ano, bilhdes de dolares sdo empregados com
produtos farmacéuticos para o desenvolvimento de farmacos sendo ainda um desafio no seculo
XXI (ABULKHAIR et al., 2020).

Um dos potenciais alvos na farmacologia utilizados na terapia de neoplasias é o acido

desoxirribonucleico (DNA) como é descrito a seguir.
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3.1.1 DNA

Esse pode ser definido como uma biomacromolécula organizada na forma de dupla
hélice, envolvendo fitas antiparalelas complementares compostas por fosfatos de aclcares e
bases nitrogenadas unidas entre si por ligagdes de hidrogénio (Figura 2). O enrolamento
causado pela conformacédo assumida pelo DNA, é ocasionado pela tendéncia da cadeia aglcar-
fosfato anidnica se manter em contato com a solugéo aquosa do meio intracelular, enquanto que
as bases nitrogenadas, de natureza mais hidrofébica, orientam-se para o interior, levando a
formacgdo de sulcos maiores e menores, que servem como alvos para reconhecimento de

proteinas e ligacdo com pequenas moléculas (ALBINO, 2020).

Figura 2 — Estrutura do DNA
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Fonte: BioRender com modificagdes (2022).

Estudos indicam que danos ao DNA ocorrem devido a fatores exdgenos (por exemplo,
exposicdo a luz UV, radiacdo ionizante e exposi¢do quimica) e fatores endégenos (por exemplo,
erros de replicacdo, metabolismo celular e estresse oxidativo), que acabara por levar a quebra
da dupla fita do DNA (CHENG et al., 2022).

A maioria dos agentes quimioterapicos atualmente no mercado tem como alvo o DNA
e sdo altamente recomendados como terapias para varios tipos de cancer. No entanto, eles tém
diversas limitacBes, como alta toxicidade, eficicia limitada, ndo especificidade, baixa
tolerancia, pouca biodisponibilidade e desenvolvimento de resisténcia (MANASA et al., 2020).

Embora varios tratamentos direcionados estejam disponiveis para poucos tipos de

cancer, até 0 momento, o DNA ainda é considerado o principal alvo na terapia do cancer devido
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ao seu papel na replicagéo e transcri¢do. Portanto, existe a necessidade de desenvolver novos
compostos direcionados ao DNA que induziriam a apoptose em células cancerigenas com alta
especificidade (HUANG; ZHOU, 2021; MANASA et al., 2020).

Entre os diversos alvos pesquisados para aumentar a seletividade e diminuir a toxicidade
de novos antineoplasicos, tém-se as topoisomerases. Elas sdo enzimas que possuem grande
importéncia fisiologica, envolvidas na regulagcdo do superespiralamento do DNA resolvendo

problemas topologicos associados com replicacao, transcricdo, recombinacao e reparo.
3.1.2 Topoisomerase

As topoisomerases sdo classificadas em duas grandes classes: a primeira é a
topoisomerase | que pode induzir mudancas topologicas clivando uma fita de DNA e a segunda
é a topoisomerase Il que pode induzir tais mudancas clivando fitas duplas de DNA (Figura 3)

(MAGAR et al., 2021).

Figura 3 — Inducéo de clivagem transitdria na cadeia de DNA

Topoisomerase

DNA

Fonte: BioRender com modificagdes (2022).

Além disso, nas células humanas, sdo identificados duas isoformas de topoisomerase II:
as isoformas topo Ila e B. A isoforma o apresenta massa molecular de 170 kDa e a isoforma 3
exibe a massa molecular de 180 kDa e sdo codificadas por genes separados. Austin et al. (1995)
relata que os genes para as isoformas o e B da topoisomerase Il foram mapeados no cromossomo
17921-22 e 3p24, respectivamente, confirmando que topoisomerase Ila e a topoisomerase I1f3
sdo isoformas geneticamente distintas. Elas diferem em suas propriedades antigénicas,
bioquimicas e farmacoldgicas, embora suas sequéncias de aminoacidos mostrem um grau muito
alto de similaridade estrutural (GROMOVA et al., 1998; ZANDVLIET et al., 1996).

Embora ambas as isoformas compartilhem 70% de similaridade de sequéncia, a

topoisomerase Ilo apresenta-se indispensavel para sobrevivéncia das células em proliferagéo.
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Seus niveis aumentam significativamente durante o periodo de crescimento celular, enquanto,
a topoisomerase IIf é igualmente expressa entre todas as células, isto &, em células em
proliferacdo e pds-mitdticas. Através dessa premissa, cresce o0 interesse dos pesquisadores pela
topoisomerase Ila, como um alvo seletivo para o desenvolvimento de fArmacos antitumorais
mais seguros (KUNWAR et al., 2021; MAGAR et al., 2021).

Em relacdo ao perfil dos inibidores da Topoisomerase | e/ou Topoisomerase 11, Gomes
e colaboradores (2022), observaram que a maioria dos compostos com potencial atividade
inibitéria em relacéo a Topo | apresenta estruturas médias a grandes, além de uma porcao rigida
fundamental para a caracteristica intercalativa, e uma regido flexivel, que permite a interagdo
com aminoécidos no alvo, em que é possivel destacar ligagcdes de hidrogénio com residuos de
aminoacidos Arg364, Asn722 e Glu356.

O etoposideo € um dos medicamentos anticancerigenos mais prescritos no mundo e atua
como inibidores de Topoisomerase Il. E possivel observar que os compostos inibidores
seletivos de Topo Ila apresentam propriedades estruturais de médio e grande porte, bem como,
planicidade dos anéis aromaticos, que € atenuada devido aos anéis flexiveis, mas também
podem apresentar elementos que restringem a conformacdo. Além disso, apresentam
halogénios como substituintes favoraveis a sua acdo. A maioria dos compostos inibidores
seletivos de Topoisomerase Il realiza ligacGes de hidrogénio e ligacGes hidrofébicas com os
residuos Asp463, Arg487, Lys448 e Lys614 (GOMES et al., 2022).

A maioria dos compostos que exibem dupla atividade inibitéria em relacdo a Topo | e
I possuem cadeias relativamente longas, com notavel presenca de anéis aromaticos. Alem de
uma porcdo plana e rigida sugestiva de afinidade para Topo I, e uma regido flexivel
caracteristica de drogas seletivas para Topo Il. Apds uma visao geral dos residuos e tipos de
interacBes que prevalecem entre os compostos selecionados, foi possivel observar que as
moléculas duais apresentam semelhancas nos tipos de interacdes e aminodcidos quando
comparadas aos compostos seletivos de Topo I e II. Em Topo I, os compostos duais interagem
principalmente com os residuos de Arg364, Met428, Leud29, Leu721, Asn722, Tyr268,
Tyr426, Pro431, lle427, Glu356, Ala351 e Phe752. Para Topo Il, os compostos duais retratam
interacOes principalmente com os residuos Arg487, Arg503, Asp479, Asp541, Ala521, Ala816,
Ala817, Met781, Met782, Val760, Val785, Gly617, Leu616, 11e822, Tyr805 e Lys456
(GOMES et al., 2022).

Outro ponto importante de pesquisar sobre a terapia do cancer com énfase na eficacia
do tratamento diz respeito a farmacocinética desses antineoplasicos. Estudos apontam que a

albumina sérica é importante nesse processo, pois, uma vez que o farmaco entra na corrente
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circulatoria se complexa com a albumina sérica facilitando a distribuicdo desse medicamento

no sangue e favorecendo a biodisponibilidade (SOLANKI et al., 2021).

3.1.3 Albumina do soro bovino

A albumina sérica esta presente na corrente sanguinea humana na concentracdo de
aproximadamente 3,5-5,2 g/dL, e é uma proteina plasmatica responsavel por inmeras funcées
bioldgicas, como: regulacdo da pressdo osmdtica, manutencdo do pH sanguineo, além de
armazenar e distribuir uma vasta quantidade de ligantes exdgenos e enddgenos devido a sua
abundancia no plasma (ANITHA et al., 2022; RANI et al., 2022).

Muitos compostos quimicos se ligam com albumina sérica antes de chegar aos seus
locais de acdo. E, a afinidade entre o farmaco e a proteina é responsavel pela concentracao desse
medicamento no plasma, podendo causar efeito terapéutico ou toxico. A ligacdo destes
compostos as albuminas séricas altera ndo apenas a eficacia das substancias e sua conformacéo,
mas também a atividade dessas albuminas (PETERS, 1995; SHU, et al., 2015; WANI et al.,
2021).

Das albuminas disponiveis no mercado, a do soro bovino (BSA) tem sido bastante
utilizada em estudos biomiméticos, devido a sua disponibilidade, estabilidade, baixo custo e
semelhanca estrutural com a albumina humana (HSA). Nesse sentido, a proteina bovina possui
uma homologia estrutural de 80% e similaridade da estrutura terciaria de 76% com a albumina
humana (HSA) e tem sido utilizada em varios estudos como carreadora de diversos compostos,
com a finalidade de melhorar suas propriedades de solubilidade, estabilidade e controlar sua
distribuicdo pelo organismo (NAIK et al., 2010; SHEN et al., 2013; WANI et al., 2021).

A albumina do soro bovino é constituida por 582 aminoacidos, e € composta por trés
dominios a-helicoidais I, I e 111, cada dominio consiste em dois subdominios A e B. Apresenta
20 grupos de tirosina e dois fragmentos de triptofano denominados Trp-134 (primeiro dominio)
e Trp-212 (segundo dominio), localizados nos subdominios IB e IIA, respectivamente. Em
contrapartida, a albumina do soro humano apresenta 585 aminoacidos, sendo 17 grupos de
tirosina e apenas um fragmento de triptofano (Trp-214), que esta localizado na posi¢do 214 e
no subdominio I1A do arcabougo proteico (Figura 4). A fluorescéncia intrinseca apresentada na
albumina do soro bovino € justamente devido a presenca do triptofano. Alteragdes do sinal
fluorescente podem proporcionar um metodo conveniente para compreender as alteraces

estruturais decorrentes da ligacdo entre farmacos e a albumina (ANITHA et al., 2022;



22

NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013; PETERS, 1995; QI et al., 2021; SHEN et al., 2013;
SINGLA et al., 2016).

Figura 4 — Estrutura cristalografica das albuminas do soro bovino (BSA) e humano (HSA),

destacando a localizagdo dos residuos de triptofano

BSA (PDB ID 6QS9) HSA (PDB ID 4LB9)
Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

Nos ultimos anos, houve um aumento nos estudos realizados para determinar o
envolvimento de BSA e HSA na resposta terapéutica de drogas anticancerigenas. Apds a
ligacdo com albumina sérica, a meia-vida de um farmaco pode ser melhorada aumentando a
estabilidade e diminuindo a toxicidade, acarretando melhores resultados terapéuticos. Em
contrapartida, se a afinidade de ligacdo do farmaco a albumina for fraca, o farmaco sera
metabolizado e excretado do corpo muito rapidamente, de modo que seu efeito terapéutico
também sera fraco. Por outro lado, a afinidade de ligacdo muito elevada implica um longo
tempo de retencdo do farmaco no corpo, o que pode levar a alta toxicidade e efeitos colaterais
indesejados ou a beneficios terapéuticos estendidos. Em outras palavras, a ligacdo a albumina
sérica pode afetar a solubilidade, absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de um
farmaco (RIBEIRO et al., 2021; ALVES et al., 2021).

E de suma importancia também pontuar que a albumina se acumula de forma
significativa em tumores sélidos, acarretado por problemas nos capilares combinado com um
sistema linfatico ausente ou deficiente. Dessa forma, tem-se utilizado a albumina como veiculo
para os farmacos penetrarem com maior facilidade em células de tumores solidos, resultando

em uma maior eficacia de tratamento e, consequentemente, diminuindo os efeitos secundarios.
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Portanto, o conhecimento aprofundado da interagdo entre a albumina e o farmaco €
extremamente importante nas areas da quimica medicinal e terapias do cancer. Além disso, é
essencial para o entendimento da farmacocinética dos farmacos, uma vez que as proteinas
plasmaticas sdo as principais proteinas transportadoras do organismo (ANITHA et al., 2022;
GOUVEIA, et al., 2018; KRATZ, 2008; SINGLA, et al., 2016).

3.2 Resisténcia a multiplas drogas

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) é o mecanismo ao qual as linhagens celulares
tumorais desenvolvem em oposicdo aos farmacos antitumorais. Esse mecanismo é uma das
causas da ineficacia terapéutica, aumento no indice de recorréncia e 0 mau prognostico dos
canceres (KE; SHEN, 2017; MISRA et al., 2014).

A capacidade de resposta das células € mediada por varios fatores intrinsecos e
extrinsecos. Assim, a MDR é classificada em duas grandes categorias: a) resisténcia intrinseca
ou primaria que ocorre antes do tratamento com quimioterapicos e as drogas séo ineficazes
antes do inicio do tratamento, ou seja, é derivada de fatores genéticos e ndo estao relacionados
ao uso continuo do farmaco e b) resisténcia adquirida ou extrinseca, que como o préprio nome
sugere é desenvolvido ap6s o uso continuo dos agentes antitumorais, até entdo, sensiveis ao
tratamento (HOLOHAN et al., 2013).

Para erradicacdo total de células cancerigenas e, consequentemente um tratamento
farmacoldgico eficiente em tumores sélidos, os farmacos anticancerigenos devem permear as
paredes dos vasos sanguineos e atravessar o tecido tumoral, ou seja, distribuir-se por todo o
tumor. No entanto, a distribui¢do dos antineoplasicos no tecido tumoral é heterogénea, de modo
que, na maioria dos casos, apenas uma pequena porcdo de células cancerigenas no
microambiente tumoral é submetida a uma concentracdo letal do agente quimioterapico.
Portanto, o0 microambiente tumoral pode promover MDR bloqueando a penetracdo de farmacos
citotoxicos na massa tumoral (TARGHAZEH et al., 2022).

Além da concentracdo dos agentes quimioterdpicos que chegam nas células
cancerigenas, outros fatores contribuem para a resisténcia das ceélulas tumorais como por
exemplo: organizagdo e composi¢do da matriz, aumento da pressédo do fluido intersticial e
gradientes de variagGes metabdlicas (RAHMANIAN et al., 2021).

Através dessa premissa, observamos o desafio que as moléculas precisam superar como:

barreiras bioldgicas e fisicas, e assim alcancar uma boa biodisponibilidade e seletividade
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adequada as células tumorais. Portanto, eis uma das motivacdes para o planejamento e

desenvolvimento de nossos antineoplasicos.

3.3 Estudos computacionais

Apesar dos expressivos avangos na medicina, o cancer continua sendo uma das
principais causas de morte em todo mundo. Onde parte do sucesso dos tratamentos antitumorais
se deve a heterogeneidade dos tumores. O dominio da biologia do cancer proporcionou o
conhecimento de potenciais alvos terapéuticos que propuseram Varias estratégias para o seu
tratamento (ARPUDHAMARY et al., 2019).

O avanco tecnolégico e o aprimoramento de conceitos quimicos e bioldgicos
contribuiram para o planejamento mais eficaz de novos candidatos a f&rmacos. Nesse contexto,
surge a quimica medicinal responsavel por planejar, desenvolver, otimizar e buscar compostos
com potencial atividade terapéutica através do conhecimento de diversas ciéncias como
quimica organica, bioinformatica, bioquimica, medicina, entre outras (COCCO et al., 2020).

Atualmente, a quimica computacional é uma das ferramentas imprescindiveis na
pesquisa e no planejamento racional de farmacos. A fim de facilitar o mapeamento de novos
candidatos, reduzindo os custos desnecessarios e o tempo de pesquisa (COCCO et al., 2020;
ISMAIL; UZAIRU, 2019).

Entre essas ferramentas computacionais, chamamos atengéo para o docking molecular

e para a dindmica molecular.

3.3.1 Docking molecular

O docking molecular é amplamente utilizado para observar as interagcdes ocorridas entre
o ligante e o alvo e prever a melhor posicéo e orientacdo de um ligante em compara¢édo a outra
molécula, formando um complexo estavel. Podendo ser empregado para analisar compostos em

diversos alvos moleculares distintos compreendo uma gama de doengas (SHAFI et al., 2020).
3.3.2 Dinédmica molecular
A dinamica molecular (DM) é uma extensdo da mecanica molecular, em que, 0

comportamento dindmico de um sistema molecular é simulado através da integracdo numérica

das equagdes de movimento, ou simplesmente, € uma técnica computacional utilizada para
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simulacdo dinamica entre ligantes e macromoléculas, como acidos nucleicos e proteinas
(ALPHONSA, 2020; NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008; PINA et al., 2022).
Simulacdes de DM tém sido comumente empregadas para averiguar a estrutura e funcao
de biomoléculas e seus respectivos complexos, e interacdes no processo de planejamento de
farmacos assistido por computador. Esta técnica incorpora flexibilidade de ambos, ligante e
receptor, aperfeicoando suas interacGes e reforcando a complementaridade entre eles (BRELA
etal., 2022; NAMBA,; DA SILVA; DA SILVA, 2008; SALO-AHEN et al., 2020).
Na dindmica, o campo de forga usa como modelo de moléculas a ideia de atomos
unidos por ligagdes quimicas. A utilizacdo de pardmetros como potenciais harménicos
linear e angular, aliado as interagdes entre &tomos nao ligados, 0 método constroi uma
expressdo de energia potencial que depende somente das posicdes atdmicas. Isto
implica que toda a dindmica dos atomos é tratada através da mecanica classica
utilizando as leis de Newton. Com base nessas aproximacdes, o problema se reduz em
descrevermos os diversos tipos de interacfes presentes na molécula por funces
matematicas classicas, cujos parametros descrevem tais tipos de interacdes (PAULA,
2019, 1. 7).
Além das analises de interacéo e afinidade farmaco-alvo (farmacodinamica), os estudos
in silico também permitem a anélise de propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas dos

compostos com potenciais atividades farmacolédgicas (COCCO et al., 2020).

3.3.3 Estudos preditivos de farmacocinética

Os mecanismos farmacocinéticos, sdo apontados como uma das principais causas de
fracassos no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos. Diante dessa premissa, €
importante ressaltar que existem metodologias avancadas de modelagem in silico que avaliam
as propriedades farmacocinéticas de ADME, e sdo extremamente validas durante o
planejamento, otimizando o processo de pesquisa de novos compostos quimicos, identificando
0s principais problemas farmacocinético que comprometem as fases seguintes do
desenvolvimento (HONORIO; MODA; ANDRICOPULO, 2013).

Estudo computacional de ADME-Tox é um método Util e de baixo custo para previsao
precisa de parametros farmacocinéticos e suas possiveis interacbes com celulas, enzimas e
membranas bioldgicas (HOLANDA et al., 2020). Nesse sentido, plataformas ADME-Tox
online (SwissADME e PKCSM) foram utilizadas para caracterizar o perfil farmacocinético in
silico dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos GLDL 06 (R= -CH3) e GLDL 07 (R= -
OH) em comparagdo com os medicamentos de referéncia amsacrina e etoposideo. Os resultados

foram interpretados com auxilio de informacGes disponibilizadas nessas mesmas plataformas.
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A regra de Lipinski foi desenvolvida em estudo realizado com mais de 2000 farmacos,
no qual foi observado que algumas propriedades fisico-quimicas eram necessarias para que as
drogas apresentassem boa solubilidade em agua e permeabilidade intestinal, caracteristicas
essenciais para a disponibilidade oral. A regra dos 5 de Lipinski, como também é chamada,
propde que para um farmaco expresse uma boa absor¢do ou permeagdo é necessario que
apresente peso molecular menor ou igual 500 daltons, aceptores de ligagéo de hidrogénio menor
ou igual a 10, doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5 e log P calculado (Clog P)
menor ou igual a 5, sendo todos os parametros multiplos de cinco (LIPINSKI et al., 2001;
SANTOS et al., 2018). No entanto, Lipinski considera compostos que agem como substratos
de transportadores biolégicos como excecBes a regra. Tais compostos sdo vitaminas,
antibidticos, antifingicos e glicosideos cardiacos (LIPINSKI et al., 2001). Outra regra
importante para biodisponibilidade oral é a de Veber, que atesta que o composto deve apresentar
ligacdes rotacionais menor ou igual a 10 e a area de superficie polar topoldgica deve ser menor
ou igual a 140 A? (VEBER et al., 2002).

Esses dados fisico-quimicos podem ser determinados através de softwares, como por
exemplo: SwissADME e pk-CSM. Através desses dados é possivel realizar a predicdo de
atividades bioldgicas, bem como, simular a absorcéo oral do composto e seus efeitos toxicos.
Além disso, é possivel observar se 0s compostos possuem grupos funcionais e/ou tém
propriedades fisicas parecidas com farmacos conhecidos, esses estudos de drug-likeness séo
importantes para o desenvolvimento e seguranca dos medicamentos. (COCCO et al., 2020;
ISMAIL; UZAIRU, 2019; THAMARAI et al., 2022).

3.4 Compostos acridinicos

Na quimica medicinal, os grupos heterociclicos sdo largamente pesquisados para
possiveis aplicacdes medicinais (SERT et al., 2020). Essa classe de compostos exercem um
papel decisivo no desenvolvimento de estruturas potentes com atividade antitumoral
(GURRAPU et al., 2020).

As acridinas (C13H9N) séo estruturas privilegiadas de compostos heterociclicos sendo
uma porcéo essencial na quimica medicinal que exibe um amplo aspecto de atividade bioldgica.
Elas sdo caracterizadas como moléculas planares contidas em um sistema policiclico, com um
heteroatomo de nitrogénio em sua estrutura, consideradas como promissores agentes
antitumorais (Figura 5) (ALBINO, 2017; LAFAYETTE et al., 2013).
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Figura 5 — Ndcleo acridinico e amsacrina
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Fonte: adaptado de Albino (2017).

A acridina é importante na pesquisa, pois, apresenta diversas atividades farmacoldgicas
como antimicrobiana, antiviral, antimalarica, antitripanossémica, leishmanicida,
antiparkinsoniana, além de antineoplasica (CZARNECKA et al., 2020; GOMES, 2019; PITTA,
2012; RUPAR et al., 2020; SILVA, 2018).

Dentre os derivados acridinicos ja conhecidos com atividade antimoral em destaque por
sua aplicacdo terapéutica temos a amsacrina, esse farmaco apresenta uma porcéao sulfonamida,
que na quimica medicinal é geralmente usada como um bioisdstero eficaz do grupo carboxilico.
Esse grupamento sulfonamida pode formar uma rede de ligagdes de hidrogénio que sdo as
mesmas do grupo carboxilico. Portanto, a por¢do sulfonamida tem despertado grande interesse
na quimica medicinal, pois, sendo o bioisostero do grupo carboxilico, pode evitar algumas
desvantagens do grupo carboxilico, como instabilidade metabdlica, toxicidade, bem como
difusdo passiva limitada através das membranas bioldgicas (YICHAO et al., 2021).

A Amsacrina (m-AMSA), é um intercalador das bases do DNA e inibidor de
Topoisomerase 1. Esse farmaco é utilizado no tratamento de leucemias agudas e linfomas,
embora seu metabolismo possa estar associado a producéo de radicais livres, 0 que causa sérios
danos tanto nas células cancerigenas quanto para os tecidos normais (ALMEIDA et al., 2015;
FILHO et al., 2019).

Além disso, sua eficiéncia na intercalacdo de bases de DNA ¢é atribuida principalmente
a sua planaridade, e sua capacidade de inibir as enzimas topoisomerase, telomerase e o
complexo proteassoma das células, justificando seu potencial contra células tumorais. J& as
tiossemicarbazonas também sdo amplamente exploradas na quimica medicinal devido as suas
propriedades eletrnicas e reatividade. Muitas atividades bioldgicas foram relatadas para este
grupo, como antibacteriana, antimalarica, antiviral, anticancerigena entre outras. Sua atividade
antiproliferativa é frequentemente associada a capacidade de ligar e clivar o DNA, induzir a
apoptose e inibir enzimas celulares (SOUSA et al., 2022).
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Uma estratégia que tem sido usada para a sintese de novos derivados de acridina envolve
a combinacdo do anel acridinico com uma porcdo diferente e de acdo independente em um
composto hibrido covalentemente ligado (ALMEIDA et al., 2015).

Como descritos em estudos publicados por nosso grupo de pesquisa, Sousa sintetizou
novos derivados acridinicos através da condensacao de derivados tiossemicarbazonicos a dois
ndcleos acridinicos: | — 9-cloroacridina e 1l — 6,9-dicloro-2-metoxiacridina confirmado por
meio de técnicas espectroscopicas de RMN de *H e RMN de *C (SOUSA, 2019; SOUSA et
al., 2022).

Outros estudos estdo sendo realizados também com outros derivados

tiossemicarbazonicos, entretanto, esses dados ainda ndo foram publicados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento da pesquisa

A amsacrina foi utilizada como modelo para o desenvolvimento dos novos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos. A técnica utilizada € conhecida por fragment based drug
discovery (FBDD), em que, 0 planejamento de novas moléculas é baseado em fragmento
privilegiado de farmaco ja descoberto. Portanto, foram realizados estudos preliminares com a
obtencdo de novos derivados acridinicos (série GLDL), bem como, a caracterizagdo e
elucidacdo estrutural (SOUSA, 2019). Em seguida, obteve-se a avaliacdo de toxicidade em
linhagens de células tumorais e ndo tumorais. As sinteses e as avaliagbes in vitro foram
realizadas por Sousa através da colaboracéo dos laboratorios de desenvolvimento e sintese de
farmacos da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ) (SOUSA et al., 2022).

Através desses resultados preliminares foi possivel selecionar os dois compostos mais
promissores da série (GLDL 06 e GLDL 07). Na figura a seguir é possivel observar a estrutura
quimica da amsacrina e dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos (GLDL 06 e GLDL

07), em que, estdo destacados suas principais semelhancas e diferencas.
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Figura 6 — Semelhangas e diferengas da amsacrina com o GLDL 06 e GLDL 07
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A amsacrina apresenta o nucleo acridinico e o grupo amino como espacador. Ja como
substituinte a amsacrina exibe o grupamento sulfonamida. Em relacdo aos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos (GLDL 06 e GLDL 07) apresentam semelhancas entre si
como: a acridina, modificacbes no anel acridinico (cloro e metoxila) e como espacador o
grupamento tiossemicarbazida. O que difere 0 GLDL 06 do GLDL 07 é o substituinte. Em que,
0 GLDL 06 apresenta o metil e o GLDL 07, a hidroxila.

Para a continuidade da pesquisa com os compostos GLDL 06 e GLDL 07, foram
realizados os estudos de docking molecular no DNA, complexo Topoisomerase Il o/DNA e
albumina bovina, e posteriormente, os estudos de dinamica molecular no DNA, complexo
Topoisomerase Il o/DNA e albumina bovina. Em seguida, foram realizados estudos in vitro no
sSDNA (DNA do esperma de salmao), complexo Topoisomerase Il a/DNA e na albumina
bovina. E por fim, foram obtidos os resultados preditivos das propriedades farmacocinéticas de
administracao, distribuicdo, metabolizacéo, excrecéo e toxicidade (ADMET).

Através do fluxograma a seguir, € possivel observar a estruturacdo sequencial do

delineamento da pesquisa. Em que, é importante ressaltar que os estudos computacionais de
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docking molecular e dindmica molecular foram realizados para corroborar com os estudos in

vitro nos alvos moleculares analisados.

Fluxograma 1 — Estruturacdo sequencial do delineamento da pesquisa

Selecéo dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos baseado em estudos

preliminares
' GLDL 06 |
' GLDL 07 -
Docking molecular Dinémica molecular Estudos in vitro Sttt [ lllieo ce
ADMET
DNA,; Complexo DNA; Complexo DNA; Complexo
Topo/DNA; Topo/DNA; Topo/DNA;
Albumina bovina Albumina bovina Albumina bovina

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

4.2 Estudo de docking molecular

Os estudos de docking molecular dos compostos com as enzimas foram realizados
através do software AutoDock Tools (ADT) 1.5.6.

Baseando-se no estudo realizado por Wang et al. (2017), a estrutura cristalografica da
topoisomerase Il o/ DNA complexada com o inibidor etoposideo foi obtida do Research
Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (PDB ID: 5GWK), em que,
apresenta uma resolucdo de 3.15 A.

Para identificacdo do sitio ativo e realizacao dos calculos do docking, foram gerados os
mapas de energia eletrostatica, afinidade atbmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de dtomos do inibidor e os 4&tomos de residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
centro do grid em -23.700; -38.695 e -60.340 A, dimensdes de 96 x 96 x 96 A nos eixos X, Y
e Z, respectivamente. Considerando o espacamento de 0.375 A.

Baseando-se no estudo realizado por Malinina et al. (2002), a estrutura cristalografica
do DNA complexada com o inibidor 9-acridina-peptideo foi obtida do Research Collaboratory
of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (PDB ID: 1G3X), em que, apresenta uma

resolucdo de 2.70 A.



32

Para identificacdo do sitio ativo e realizacdo dos calculos do docking, foram gerados 0s
mapas de energia eletrostatica, afinidade atdbmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de atomos do inibidor e os atomos de residuos de
aminoéacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
centro do grid em -58.632; -52.878 e -58.270 A, dimensdes de 40 x 40 x 40 A nos eixos X, Y
e Z, respectivamente. Considerando o espacamento de 0.375 A.

Baseando-se no estudo realizado por Drew et al. (1981), a estrutura cristalografica do
DNA sem estar complexada com inibidor foi obtida do Research Collaboratory of Structure
Bioinformatics Protein Data Bank (PDB ID: 1BNA), em que apresenta uma resolucédo de 1.90
A

Para identificacdo do sitio ativo e realizacdo dos calculos do docking, foram gerados 0s
mapas de energia eletrostatica, afinidade atdbmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de atomos do inibidor e os 4tomos de residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
centro do grid em -14.780; -20.976 e -8.807 A, dimensbes de 96 x 96 x 96 A nos eixos X, Y e
Z, respectivamente. Considerando o espacamento de 0.375 A.

Baseando-se no estudo realizado por Castagna et al. (2019), a estrutura cristalografica
da albumina bovina complexada com o cetoprofeno foi obtida do Research Collaboratory of
Structure Bioinformatics Protein Data Bank (PDB ID:6QS9), em que apresenta uma resolugéo
de 2.80 A.

Para identificacdo do sitio ativo e realizacdo dos calculos do docking, foram gerados 0s
mapas de energia eletrostatica, afinidade atdbmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de dtomos do inibidor e os 4tomos de residuos de
aminoéacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
centro do grid em -78.807, 4.473 e 36.530 A, dimensdes de 40 x 40 x 40 A nos eixos X, Y e Z,
respectivamente. Considerando o espacamento de 0.375 A.

Em seguida foram gerados os célculos de interacdo utilizando o algoritmo genético
Lamarckiano (LGA) (MORRIS et al., 1998) para busca global e local nas simulagdes de
docking, através do AutoDock 4.2 do ADT, gerando escore baseado na Energia Livre de
Ligacdo (AG), e também simulando uma Constante de Inibi¢do Estimada (Ki). Além desses
dois parametros também foi utilizado a eficiéncia de ligacdo (LE) que é expressar da seguinte
forma:

Valor de energia livre de ligagao (AG)

Eficiéncia de ligagdo (LE) = - - - —
n2de atomos da molécula,exceto os hidrogénios
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O calculo de eficiéncia de ligacao foi realizado de acordo com a metodologia de Murray
etal., 2014.

4.2.1 Obtencao e preparacao dos alvos

As estruturas cristalograficas de todas as proteinas foram baixadas da plataforma
Brookheaven Protein Data Bank (www.rcsb.com) (ALPHONSA, 2020). E, logo em seguida,
iniciou o processo de preparacdo desses alvos bioldgicos. Esse processo foi realizado através
do programa PyMOL Win, em gue, ocorre a remocao das moléculas de solvente (por exemplo,
a agua) e pequenos cofatores como ferro (Fe), magnésio (Mg), cloro (Cl). Além disso, ocorreu
a extracdo dos ligantes co-cristalizados nas enzimas que foram empregados no processo de
validacdo da metodologia, bem como, serviu de pardmetro para as moléculas em estudo.

Além do PyMOL Win para esse processo de tratamento das enzimas ainda foi utilizado
o software AutoDock Tools 1.5.6, em que, adicionou geometricamente a estrutura da enzima,
atomos de hidrogénio polar. J& os atomos de hidrogénio ndo-polares foram mesclados com os
respectivos atomos de carbono. As cargas atbmicas parciais foram inseridas utilizando o
método de Gasteiger Marsili (GASTEIGER; MARSILI, 1980; MORRIS et al., 1998).

4.2.2 Preparacao dos ligantes

Os ligantes tiveram suas estruturas desenhadas no ChemDraw Ultra 12.0 e, em seguida,
submetidos no programa Chem3D Pro 12.0 para analise conformacional através do célculo de
mecanica molecular minima e dinamica (MM2) obtendo a conformagdo com menor energia.

Por fim, as estruturas foram salvas no formato MOL2.

4.2.3 Estudos de docking molecular para validacado (redocking)

Para a validacdo da metodologia foi realizada a redocagem através do software
AutoDock Tools 1.5.6. Esse método consiste em submeter o ligante co-cristalizado na estrutura
cristalografica ao estudo de docking molecular e observar se a orientagdo espacial do ligante
esta preservada, ou seja, 0 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 in silico (MOURA, 2019). Ou seja, a confiabilidade dos dados gerados através dos
estudos de docking molecular modifica de acordo com a semelhanca existente entre a solugédo

de menor energia e 0 modo de ligacdo experimental.
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Além, do AutoDock Tools 1.5.6 foi utilizado também o programa preditivo Discovery
Studio 2.0, em que é possivel observar a sobreposicao entre o ligante cristalografado na enzima

e a molécula apos o estudo de docking molecular.

4.2.4 Obtencéo das interagdes 2D entre os alvos e os ligantes

As imagens em 2D foram obtidas atraveés do programa Discovery Studio 2017 R2
Client, o qual possibilitou a visualizacdo das interacdes ocorridas entre o ligante e o alvo, assim
como as distancias das mesmas. E dessa maneira, foram analisados os tipos de interacGes
ocorridas, quais os aminoacidos do sitio ativo da enzima que estdo interagindo com a molécula
e as ligacBGes mais estaveis através da analise da distancia de ligacdo molécula-alvo (SINGH;
JANA, 2017).

4.3 Estudo de dindmica molecular

Todas as simulacGes de Dinamica Molecular (DM) foram realizadas utilizando o pacote
GROMACS versdo 5 (ABRAHAM et al., 2015) e campo de forca Amber (HORNAK, 2006).
Os ligantes tiveram sua topologia construida utilizando o servidor Acpype
(https://www.bio2byte.be/acpype/) (SILVA; VRANKEN, 2012).

As propriedades do solvente foram mimetizadas utilizando 4gua do modelo TIP3P com
uma caixa cubica grande o suficiente para permitir um espaco minimo de 1,0 nm da proteina
para as paredes da caixa. A carga do sistema foi neutralizada com a adicdo de ions na
concentracdo fisioldgica de 0,15 mM. A otimizacdo geométrica do sistema solvatado foi
realizada usando o algoritmo de descida mais ingreme, seguido de simulac6es de equilibrio com
nVT e nPT em conjunto, mantendo o inibidor e a proteina contidos. A temperatura foi mantida
em 300K acoplando o sistema a um termostato V-rescale (0,1 ps), enquanto a pressao também
foi mantida constante em 1 bar usando o algoritmo de acoplamento Parinello-Rahman.

As energias de interacdo de curto alcance de Coulomb e Lennard-Jones entre o
composto e seus arredores foram monitoradas durante a etapa de simulagdo produtiva. A
simulacdo da dindmica molecular foi realizada para um tempo de execucdo de 10 ns. As
interacOes de Coulomb e van der Waals dentro de um corte de curto alcance de 1,0 nm foram
computadas a cada espaco de tempo. Particle Mesh Ewald foi empregado para minimizar os

efeitos de truncamento das interagdes eletrostaticas, com um corte de longo alcance de 1,2 nm.
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As ligacOes covalentes na proteina foram restringidas usando o algoritmo LINCS (HESS et al.,
1997).

Ap0s as simulacdes de DM, o movimento da proteina dentro da caixa foi corrigido. Para
analisar as interacOes proteina-ligante e a dinamica do ligante, utilizou-se 0 RMSD (Root Mean
Square Deviation), RMSF (Root Mean Square Fluctuation) e ligacdes de hidrogénio. O
software VMD 1.9.2 (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi usado para visualizar a
simulacdo DM e o programa Grace foi usado para criar graficos moleculares.

Esses estudos de dindmica molecular foram realizados em colaboracéo com o Centro de
Computacdo de Alto Desempenho (NPAD) da UFRN e Instituto Metropole Digital (IMD),
através da doutoranda Jéssika Viana, sob responsabilidade do Prof. Dr. Euzébio Guimardes
Barbosa. E, em colaboracdo com o Centro Nacional de Processamento de Alto Desempenho

em S&o Paulo (CENAPAL-SP), através do Prof. Dr. Igor José dos Santos Nascimento.

4.4 Sintese dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos

Os compostos da série GLDL foram previamente sintetizados, caracterizados e
elucidados estruturalmente por meio de técnicas espectroscopicas de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio de carbono (RMN de 'H e 13C), infravermelho (1V), ultravioleta (UV) e
espectrometria de massas (SOUSA et al., 2022), nos laboratdrios de desenvolvimento e sintese
de farmacos da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) e da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ).

A seguir, estdo desenhados os derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos que serdo
analisados e comparados no presente estudo, bem como, os compostos de referéncia para serem

utilizados como parametro (Figura 7).



Figura 7 — Derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos e controles positivos
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Formula quimica: C,9H3,015
(ETOPOSIDEO)

Formula quimica: C,H;gN3;05S
(AMSACRINA)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Notas: GLDL-06 (2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H)-ilideno)-2-(4-
metilbenzilideno)hidrazinacarbotioamida;

GLDL-07 (E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida

Vale salientar que a metodologia de sintese, tais como, rota sintética, dados da sintese e

toda parte de caracterizacdo e elucidacéo estrutural ja se encontra consolidada pelo nosso grupo
de pesquisa de acordo com a publicacao da dissertacdo de Sousa (2019).

4.5 Analise da interagdo in vitro ao ssSDNA pelos derivados tiossemicarbaz6nicos-

acridinicos

O DNA do esperma de salméo (ssDNA) foi solubilizado em tampé&o Tris-HCI (0.01 M,
pH 7.6) e a concentragdo foi determinada usando o coeficiente de extingdo molar de 6.600 M
cm em 260 nm e expressa como equivalente micromolar de pares de base (WOLFE; SHIMER
JR; MEEHAN, 1987). Os compostos DL06 e DLO7 foram dissolvidos em solvente
dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 1 mM e, entdo, diluido em tampao Tris-HCI (0.01
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M, pH 7.6) na concentracdo de 5 micromolar. A interacdo entre biomolécula e compostos foi
realizada pela manutengdo da concentragdo dos derivados com variagdo da concentragdo do
ssDNA (10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM). O contato dos compostos com a solucdo do ssDNA foi
monitorado em espectrofotdmetro de UV-vis (Thermo Scientific), em placa de 96 pocos e 0s
espectros de absorbancia registrados por varredura na faixa de comprimento de onda entre 200-
600 nm, a 24 °C. As constantes de ligacdo dos compostos quimicos com o sSDNA serdo
calculadas pela formula: [DNA]/(ea — ef) = [DNA]/(eb — &f) + 1/Kb(eb — ef) (McGHEE; VON
HIPPEL, 1974). A diminui¢do, aumento, ou deslocamento do maximo de absorc¢éo foi analisada

da interacdo entre DNA e compostos.

4.6 Analise da interacédo in vitro a BSA pelos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos

O estudo da interacdo entre os derivados com albumina sérica bovina (BSA) foi feito
por meio das técnicas de espectroscopia UV-vis. As concentrac6es dos derivados DL06 e DLO7
variaram em 2, 4, 6, 8, 10 e 20 uM, expostos a 10 uM de BSA. O contato dos compostos no
ensaio de absorcdo com a solucdo da proteina foi monitorado em espectrofotémetro de UV-vis
(Thermo Scientific), em placa de 96 pogos e 0s espectros de absorbancia registrados por
varredura na faixa de comprimento de onda entre 200-600 nm. A analise dos dados foi feita
segundo Almeida et al. (2015). As constantes de ligacdo dos compostos quimicos com a BSA
foram calculadas pela formula: [BSA]/(ea — ef) = [BSA]/(eb — &f) + 1/Kb(eb — &f) (McGHEE;
VON HIPPEL, 1974). A diminuigdo, aumento, ou deslocamento do méximo de absorcao foi

analisada da interacdo entre BSA e compostos.

4.7 Ensaio de inibicdo da Topoisomerase Ila Humana

Para testar a capacidade de inibiga@o do topo Ila, os compostos foram avaliados no ensaio
de relaxamento de DNA plasmidial. Este teste consiste em avaliar a atividade da enzima topo
Ilo na auséncia e presenga do composto seguido de analise por eletroforese, conforme descrito
anteriormente por Almeida et al. (2016). Resumidamente, 100 ng pUC19 DNA plasmidio (da
Sigma) e 4.0 unidades de recombinante humana (P170) topoisomerase Il (Sigma-Aldrich) em
tampé&o de relaxamento sem ou com compostos testados foram incubados por 30 min a 37°C.
As concentragOes testadas foram de 100 uM dos compostos e a Amsacrina (m-AMSA) foi

utilizada como controle positivo. As reac6es foram terminadas com 1% de SDS e digeridas com



38

proteinase K. Em seguida, os produtos da reacdo foram analisados por eletroforese em gel
corado com brometo de etidio e fotografados sob luz UV. A avaliagdo quantitativa (% de
inibicdo enzimatica por compostos em relacdo ao controle positivo m-AMSA) das bandas de
gel correspondentes ao DNA superenrolado foi realizada por densitometria utilizando-se um
software de processamento de imagem (Scion Image, versdo Beta 4.0.2.) segundo Gouveia et
al. (2018).

4.8 Estudo de ADMET in silico

Os estudos de absorgéo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade foi realizado
através de ferramentas gratuitas online, que avaliam as propriedades quimicas dos compostos.
Para a realizacdo desses estudos e obtencdo desses dados foram utilizadas ferramentas
online de acesso gratuito SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) (GURRAPU et
al., 2020). E outra ferramenta que corroborou com essa analise foi a plataforma pk-CSM

(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).


http://www.swissadme.ch/index.php
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Validacao da metodologia do docking molecular (redocking)

Segundo Yusuf et al. (2008), o valor referente ao desvio meio da raiz quadrada (RMSD)
amplamente aceito e confidvel para que se reproduza um modo de ligagao conhecido ¢ de <2,0.
Através dos estudos para a validagdo da metodologia do docking obteve-se os seguintes

resultados descritos na tabela 1 a seguir:

Tabela 1 — Valores de RMSD (reference) para os alvos analisados

ALVOS
5GWK (Topoisomerase 1G3X 6QS9
Il a/DNA) (DNA) (Albumina bovina)
0,48 A 2,53 A 0,66 A

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: Os ligantes em amarelo sdo os co-cristalizados, ja os ligantes em cinzas sdo os redocados.

Para o alvo PDB ID 1BNA (DNA) néo foi realizado o redocking, pois, esse alvo ndo apresenta ligante
co-cristalizado.

Como podemos observar na tabela acima o ligante do alvo PDB ID 1G3X (DNA)
apresentou um valor de RMSD ref maior que 2,0 A. Todavia, é de suma importancia destacar
que ocorreu boa sobreposicdo do ligante co-cristalizado no alvo e do mesmo ligante apds ser
redocado.

Além disso, o padrdo das ligacdes foi semelhante, ou seja, tanto no docking do ligante
PDB como no redocking podem ser visto ligacdes de hidrogénio convencional e empilhamento
Pi-Pi com as bases nitrogenadas adenina (A) 605 e 606 e timina (T) 619 e 620 (Figura 8).
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Figura 8 — Interagdes do docking molecular do PDB e do redocking
A B
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A maior diferenca ¢ que na figura A observamos uma interacdo de hidrogénio
convencional com Arginina M: 701 que ndo é observada na figura B. Isto porque na figura A
foi realizado o redocking considerando a estrutura cristalografada completa do PDB, ou seja,
DNA e N(ALFA)-(9-ACRIDINOIL)-TETRAARGININA-AMIDA. J& na figura B que sdo as
interacOes realizadas do docking pronto do PDB s6 foi considerado o DNA.

Também € possivel observar a sobreposicdo entre o ligante cristalografado na enzima e

0s compostos DL’s apds o estudo de docking molecular. Como mostra a figura a seguir (Figura
9):

Figura 9 — Sobreposicéo do ligante co-cristalizado com os compostos analisados no mesmo

grid box

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Nota: Em amarelo (GLDL 06), vermelho (GLDL 07) e cinza (ligante co-cristalizado do alvo).



41

Logo, é possivel observar que mesmo 0 RMSD do alvo 1G3X sendo acima de 2,0 A, os
compostos analisados se sobrepuseram semelhantemente ao ligante do alvo.
Através da validacdo da metodologia foi possivel obter os parametros de grid box para

cada alvo, como mostra a tabela a seguir:

Tabela 2 — Parametros do grid box para os respectivos alvos

ALVOS
5GWK 1G3X 6QS9 1BNA
(Topoisomerase 11 (DNA) (Albumina (DNA)
a/DNA) bovina)

GRID  X-dimensdo: 96  X-dimensdo: 40  X-dimensdo: 40  X- dimensédo: 96
BOX Y-dimensdo: 96  Y-dimensdo: 40  Y-dimensdo: 40 Y- dimensdo: 96
Z- dimensao: 96 Z-dimensdo: 40  Z-dimensdo: 40  Z- dimensdo: 126
X centro: 23.700 X centro: 58.632 X centro: -78.807 X centro: 14,780
Y centro: -38.695 Y centro: 52.878 Y centro: 4.473 Y centro: 20,976

Z centro: -60.340  Z centro: 58.270  Z centro: 36.530 Z centro: 8,807

Espacamento: Espacamento: Espacamento: Espacamento:

0.375 A 0.375 A 0.375 A 0,375 A
Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Nota: O docking molecular para o alvo PDB ID 1BNA (DNA) foi realizado utilizando a metodologia de Moura,
2019 (dissertacao).

Na tabela 2 estdo descritas as coordenadas, ou seja, 0 espaco de busca (grid box).
Portanto, as analises de docking molecular foram centralizadas no mesmo local que o ligante
co-cristalizado que ndo necessariamente € o sitio de ligacdo do alvo. Exceto, o estudo no PDB
ID 1BNA que n&o apresenta ligante co-cristalizado.

5.2 Estudo de docking molecular

Nos estudos de docking molecular foram analisadas a energia livre de ligagdo (AG),
constante de afinidade (Ki) e eficiéncia de ligacdo (LE). Assim, quanto menor a energia livre
de ligacdo e constante de afinidade maior sera a probabilidade de interacdo do ligante com o
alvo. O mesmo ocorre para a eficiéncia de ligacdo (LE), portanto, quanto menor o LE maior

sera a interacdo do ligante com a enzima.



42

5.2.1 Interacdes dos compostos com DNA

Um dos alvos importantes para atividade antitumoral é o acido desoxirribonucleico
(DNA), segundo a literatura a maioria dos agentes quimioterapicos atualmente no mercado tem
como alvo o DNA e sdo altamente recomendados como terapias para varios tipos de cancer.

O docking molecular foi realizado com duas estruturas cristalograficas de DNA, em que,
avaliam perfis de interacfes distintas: i) o alvo B-DNA dodecamero (PDB ID: 1BNA) ja é
utilizado pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de desenvolvimento e sintese de farmacos da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) para avaliacdo do perfil de interacdo dos compostos
aos sulcos do DNA, visto que, esse alvo ndo apresenta espaco entre as duplas hélices e bases
nitrogenadas para moléculas interagirem por intercalagdo; ii) a estrutura do DNA dodecamero
(PDB ID: 1G3X), é utilizada como modelo de avaliacdo de perfil intercalador de DNA
(ALBINO, 2020; ALVES et al., 2021).

Na tabela a seguir estdo descritos todos os valores encontrados para os compostos GLDL
e para os controles em dois alvos de DNA (PDB ID 1G3X e PDB ID 1BNA).

Tabela 3 — Energia livre de ligagdo (AG), constante de inibigao (Ki) e eficiéncia de ligagdo
(LE) dos compostos em DNA (PDB ID 1G3X) e DNA (PDB ID 1BNA)

PDB ID 1G3X PDB ID 1BNA
Compostos AG? KiP LE? AG? KiP LE®
GLDL 06 -11,79 2,29 -0,393 -11,95 1,75 -0,398
GLDL 07 -10,98 8,98 -0,366 -10,98 8,92 -0,366
AMSACRINA -10,12 38,25 -0,361 -11,13 6,96 -0,397
ETOPOSIDEO -9,34 142,84 -0,222 -9,89 55,85 -0,235
LIGANTE -7,58 2.790,0 -0,473 --- --- ---

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: 2AG e LE medido em Kcal mol?;
bKiem nM.

Através da tabela acima, é possivel observar que para o DNA (PDB ID 1G3X), o
composto que apresentou melhor interacéo e afinidade com as bases nitrogenadas do DNA foi
o GLDL 06 (AG -11,79 Kcal mol/ Ki 2,29 nM). Em relagdo aos compostos utilizados como
controle positivo (amsacrina, etoposideo e ligante co-cristalizado do alvo) observa-se que a
amsacrina demonstrou um melhor valor de AG -10,12 Kcal mol™* e Ki 38,25 nM. Entretanto,
os dois compostos da série GLDL apresentaram resultados mais promissores do que 0s

controles positivos.
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O DNA (PDB ID 1BNA) ndo apresenta ligante co-cristalizado por este motivo que ndo
ha resultados energia livre de ligacdo e constante de afinidade. O estudo mostra que o composto
que apresentou melhor interacao e afinidade com os sulcos do DNA foi o GLDL 06 (AG -11,95
Kcal mol’/ Ki 1,75 nM). Para os farmacos ja utilizados na clinica foi possivel observar
similaridade nos resultados quando comparados com o DNA (PDB ID 1G3X), ou seja, para 0
alvo PDB ID 1BNA, a amsacrina também apresentou melhor energia livre de ligacdo e
constante de afinidade (AG -11,13 Kcal molY/ Ki 6,96 nM) quando comparado com o
etoposideo (AG -9,89 Kcal mol'/ Ki 55,85 nM). Podendo sugerir que o composto GLDL 06
apresentou resultados mais promissores do que todos os outros compostos analisados. A
amsacrina exibiu uma melhor energia livre de ligacdo e constante de afinidade quando
comparada com o composto GLDL 07. Todavia, o0 composto GLDL 07 realizou melhor
interacdo e afinidade do que o etoposideo no alvo molecular.

A diferenca de energia livre de ligacdo e constante de afinidade obtida através do
docking molecular para os dois alvos do DNA se da porque o PDB ID 1BNA ndo apresenta
espaco entre as duplas hélices e bases nitrogenadas para que determinado composto se ligue e
realize interacdo por intercalacdo de bases. Logo, 0s compostos irdo interagir por ligacdes com
o0s sulcos menores do DNA. Diferentemente do que ocorre com o PDB ID 1G3X, que existe
um espaco e assim, os anéis acridinicos dos compostos se intercalam com as bases nitrogenadas

do DNA realizando empilhamento Pi-Pi (Figura 10).

Figura 10 — Sitio de ligacdo do DNA (PDB ID 1BNA/1G3X) com os compostos estudados

INTERACOES DOS COMPOSTOS NO SITIO DE LIGACAO DO 1BNA

. -

- o
GLDL 06

(continua)
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Figura 10 — Sitio de ligagdo do DNA (PDB ID 1BNA/1G3X) com os compostos estudados

(concluséo)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Na figura acima mostra que para o alvo 1BNA, os compostos realizaram interacdes
através dos sulcos, justamente porque essa estrutura cristalogréfica ndo apresenta espaco
suficiente entre as bases nitrogenadas para que o composto se acomode e realize ligacoes.
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Jé& para o alvo 1G3X, as porc¢des das moléculas que interagem no sitio de ligacdo do
DNA (farmacéforo) sdo justamente, os anéis acridinicos, e o restante da molécula ndo apresenta
uma quantidade grande de ligacdes. Através dessa premissa observamos que esses compostos
apresentam um perfil mais de intercalador de bases nitrogenadas do que interagem com 0s
sulcos ja que essas interacOes hidrofdbicas que ocorrem sdo justamente com os anéis acridinicos
(Figura 10).

Além disso, ao analisar as estruturas quimicas dos compostos concluiu que desprezando
a quantidade de atomos de hidrogénio, o composto GLDL 06 e GLDL 07 apresentaram 30
atomos isoladamente, a amsacrina apresentou 28 atomos, etoposideo apresentou 42 atomos e 0
ligante co-cristalizado do alvo apresentou 16 atomos. A quantidade de atomos dos compostos
é importante para obtencdo da eficiéncia de ligacao (LE) que utiliza dessas informac@es para a
realizacdo do calculo.

Contudo, podemos inferir que a eficiéncia de ligagdo dos compostos para 0 alvo do DNA
(PDB ID 1G3X) obedeceu a proporc¢édo da energia livre de ligagcdo, com excecdo do ligante co-
cristalizado no alvo, em que, apesar de ter apresentado o resultado menos satisfatorio de energia
livre de ligacdo e constante de afinidade, foi o composto que apresentou a melhor eficiéncia de
ligacdo. Esse fato pode ser explicado através do tamanho desse ligante co-cristalizado. Para
obter a eficiéncia de ligacdo € necessario dividir a energia livre de ligacdo pela quantidade de
atomos da molécula, exceto os hidrogénios. Devido ao ligante ser bem menor (16 &tomos)
comparado com os compostos da série GLDL (30 atomos), quando realiza o célculo de LE do
ligante co-cristalizado resulta em dado mais satisfatorio.

Entretanto, a eficiéncia de ligagdo dos compostos para 0 alvo do DNA (PDB ID 1BNA)
obedeceu a proporcao da energia livre de ligacdo. Dessa forma, é possivel constatar que o
tamanho estrutural dos compostos ndo influenciou na quantidade de interacbes desses
compostos no alvo, e consequentemente, a sua energia livre de ligacdo e constante de afinidade.

Por tanto, a eficiéncia de ligacao foi similar aos resultados de energia livre de ligacdo e
constante de afinidade no que diz respeito aos compostos mais promissores.

Na figura a seguir, € possivel observar a sobreposi¢do dos compostos nos respectivos
alvos de DNA e analisar a posicdo e localizagdo as quais os compostos se ligam nos alvos

moleculares.
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Figura 11 — Ligantes sobrepostos no alvo PDB ID 1G3X e PDB ID 1BNA
PDB ID 1G3X

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Nota:
GLDLO7

PDB ID 1BNA

Azul: ligante co-cristalizado; Verde: amsacrina; Vermelho: etoposideo; Amarelo: GLDLO6; Roxo:

A figura 11 mostra que para o PDB ID 1G3X, o ligante co-cristalizado, amsacrina,

etoposideo, GLDL 06 e GLDL 07 se sobrepuseram de forma semelhante. Entretanto, para o
PDB ID 1BNA todos os compostos analisados se sobrepuseram de forma semelhante, com

excecdo do etoposideo que se ligou no alvo numa posicdo diferente da amsacrina e dos

compostos GLDL 06 e GLDL 07.

Outra forma de se estudar como os compostos se ligam nos alvos € através da analise

dos tipos de ligaces realizadas, das distancias dessas ligagdes e com quais residuos ocorrem

essa interacdo (Tabela 4 e Tabela 5).

Tabela 4 — Perfil de interacdo dos compostos no DNA (PDB ID 1G3X)

DNA (PDB ID 1G3X)

Compostos Tipos de ligacBes Residuos (distancia)
GLDL 06 Van der Waals -
Ligagdo de hidrogénio convencional ARG M: 701 (4,12 Ae 4,26 A), DT L:
619 (5,47 A), DT L: 620 (3,66 A)
Ligacdo carbono-hidrogénio DA K: 606 (3,03 A)
Interacdo desfavoravel positivo-positivo ARG M: 701 (4,95 Ae 4,69 A)
Pi-Cétion DT L: 619 (5,18 A), DT L: 620 (4,29 A)
Pi-Sigma DA K: 605 (4,00 A), DT L: 620 (3,19 A)
Empilhamento Pi-Pi DA K: 606 (7,06 A), DA K: 605 (7,13 A e
9,12 A), DT L: 619 (6,14 A; 4,63 A e 3,45
A), DT L:620 (4,13 A e5,49 A)
Pi-Alquil ARG M: 702 (4,3OAA), DT L: 619 (4,62
)
GLDL 07 Van der Waals

Ligacéo de hidrogénio convencional

ARG M: 701 (2,36 A e 1,68 A), DAK:
606 (2,82 A), DT L: 619 (1,73 A), DT L:
620 (2,55 A e 3,35 A)

Ligacdo carbono-hidrogénio

DT L: 620 (3,26 A)

Interacdo desfavoravel positivo-positivo

ARG M: 701 (326 Ae 2,74 A)

Pi-Cétion

DT L: 619 (4,40 A), DT L: 620 (4,28 A)

(continua)
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Tabela 4 — Perfil de interagdo dos compostos no DNA (PDB ID 1G3X)

(concluséo)

DNA (PDB 1D 1G3X)

Residuos (distancia)

DA K: 605 (3,71 A), DA K: 606 (3,73 A),
DT L: 620 (3,66 A)

DA K: 605 (4,76 A e 4,71 A), DA K: 606
(443Ae515A), DT L: 619 (5,62 A;
414 Ae358A) DT L:620(3,92A¢€

5,37 A)

ARG M: 702 (5,16 A)
ARG M: 701 (3,78 A

DT L: 620 (5,70 A e 4,23 A), DT L: 619
(4,10 A), DA K: 605 (3,87 A; 4,73 Ae
4,68 A), DAK: 606 (3,74 A; 5,18 A e

4,63 A)

Compostos Tipos de ligacBes
GLDL 07 Pi-Sigma
Empilhamento Pi-Pi
Pi-Alquil
AMSACRINA Pi-Sigma
Empilhamento Pi-Pi
Pi-Alquil
ETOPOSIDEO

Ligac&o de hidrogénio convencional

ARG M: 701 (2,38 A e 4,27 A), ARG M:
702 (2,54 A), DA K: 606 (2,91 A), DA K:
605 (2,41 A)

Ligacéo carbono-hidrogénio

ARG M: 701 (2,79 A), DA K: 606 (3,16
A)

Ligacdo de hidrogénio Pi-doador

Pi-Sigma

DT L: 619 (3,66 A), DA K: 606 (2,96 A)

Pi-Elétrons Livres

DT L: 620 (2,60 A)

Empilhamento Pi-Pi

DA K: 605 (4,40 A e 3,76 A), DA K: 606
(6,40 Ae 556 A)

Pi-Pi em formade T

Pi-Alquil

DT L: 619 (4,00 A), DA K: 606 (6,04 A),
DA K: 605 (5,12 A)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Para uma melhor visualizacdo destes resultados, a seguir estdo as imagens das interacdes
2D e 3D realizadas pelos compostos analisados no DNA (PDB ID 1G3X).

Figura 12 — Imagens em 2D das intera¢fes dos compostos no DNA (PDB ID 1G3X)
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(continua)
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Figura 12 — Imagens em 2D das interagdes dos compostos no DNA (PDB ID 1G3X)
(concluséo)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Atraveés da tabela 4 e da figura 12, é possivel observar que os compostos GLDL 06 e
GLDL 07 apresentaram perfil de interacdes semelhantes, ou seja, os dois compostos ao
interagirem com o DNA (PDB ID 1G3X) realizaram ligacdes com residuos similares sendo
divergentes apenas nas distancias dessas interacoes.

Através dessa premissa, destaca-se a ligacdo de hidrogénio convencional com arginina
701, desoxitimidina 619 e desoxitimidina 620, interacdo desfavoravel positivo-positivo com
arginina 701, interac@es pi-cation com desoxitimidina 619, desoxitimidina 620, interac6es pi-
sigma com desoxiadenosina 605 e desoxitimidina 620, interagdes do tipo empilhamento pi-pi
com desoxiadenosina 605, desoxiadenosina 606, desoxitimidina 619 e desoxitimidina 620. E
por fim, ligacGes pi-alquil com o aminoacido arginina 702.

O terceiro melhor resultado nos estudos de docking molecular para o DNA (PDB ID
1G3X) foi da amsacrina. Entretanto, a amsacrina ndo apresenta muita similaridade no perfil de
interacdo com o0 DNA quando comparada com 0s compostos da série GLDL. A ligagéo similar
gue a amsacrina realiza é apenas de empilhamento pi-pi com desoxiadenosina 605,
desoxiadenosina 606, desoxitimidina 619 e desoxitimidina 620.

Ja o etoposideo so apresenta trés ligacoes similares com o GLDL 06 e GLDL 07, sendo

uma ligacéo de hidrogénio convencional com arginina 701 e ligagdes do tipo empilhamento pi-



49

pi com desoxiadenosina 605 e desoxiadenosina 606. Vale salientar que apesar do etoposideo
ter realizado interagdes com o alvo, 0 mesmo ndo é um intercalador de DNA, todavia, & um
inibidor de topoisomerase.

Podemos observar que o Unico tipo de interacdo com seus respectivos residuos realizado
igualitariamente nos quatro compostos citados acima foi o empilhamento pi-pi.

Curiosamente apesar do composto GLDL 06 ter apresentado um melhor valor de AG e
Ki comparado com o GLDL 07, a maioria das interacdes realizadas pelo GLDL 06 com o DNA
apresentaram uma maior distancia de ligacdo, com excecdo da interacdo pi-sigma com
desoxitimidina 620 (3,19 A), empilhamento pi-pi com desoxitimidina 3,45 A e pi-alquil com
arginina (4,30 A).

E importante esclarecer que o alvo envolvido nesse estudo é o DNA e,
consequentemente € formado por bases nitrogenadas. A presenca do aminoacido arginina
interagindo com as moléculas é devido ao fato de que esse alvo (PDB ID 1G3X) apresenta
residuos possivelmente importantes para a ligacdo molécula-alvo. Por isso, que esses residuos
ndo foram excluidos na etapa de tratamento do DNA (apéndice C).

Como ja mostrado na figura 6, a amsacrina apresenta como espacgador 0 grupo amino,
ja os compostos GLDL apresentam como espacador o grupo tiossemicarbazida. Desse modo,
ao visualizar os resultados de docking molecular observamos que o grupo amino da amsacrina
n&o realiza nenhuma interacdo com o DNA diferentemente do grupo tiossemicarbazida presente
nos compostos GLDL 06 e GLDL 07. Possivelmente, essas variacdes de interacbes podem
corroborar para explicar uma melhor energia livre de ligacdo e afinidade dos derivados
tiossemicarbazénicos-acridinicos quando comparados com a amsacrina. Através dessa
observacdo é possivel inferir que a técnica de bioisosterismo, em que, ocorreu a modificacdo
molecular do grupo amino (amsacrina) pelo grupo tiossemicarbazida (GLDL) foi favoravel para
a afinidade desses compostos com o alvo farmacolégico.

Outro ponto importante dos compostos GLDL 06 e GLDL 07 que podem contribuir no
entendimento das energias livres de ligacdo e constantes de afinidades obtidas é o fato de que
esses compostos apresentam modificacbes no anel acridinico quando comparados com a
amsacrina. Ou seja, tanto o GLDL 06 como o GLDL 07 apresentam cloro (Cl) e metoxila
(OCHBg) que favorecem interagdes com o DNA (Figura 6).

Ao comparar apenas 0s compostos GLDL 06 e GLDL 07 atraves desses estudos in silico
observamos que o substituinte metil (CH3z) do GLDL 06 ndo realizou nenhuma interagdo com
0 DNA, entretanto, o substituinte hidroxila (OH) do GLDL 07 realizou ligagdo de hidrogénio

convencional com o DNA. Porém, esse fato ndo interferiu no resultado de docking molecular,
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visto que, o composto GLDL 06 apresentou um melhor valor de AG e Ki comparado com o
GLDL 07 (Figura 12).
Ja para o DNA (PDB ID 1BNA), o perfil de interacdo dos compostos esta descrito na

tabela a seguir:

Tabela 5 — Perfil de interacdo dos compostos no DNA (PDB ID 1BNA)

DNA (1BNA)
Compostos Tipos de ligacBes Residuos (distancia)
GLDL 06 Ligaco de hidrogénio convencional DT 19 (2,11 A), DA 18 (2,11 A)
Ligacdo carbono-hidrogénio DC9(3,11A),DT8(3,29 A)
Interacdo desfavoravel aceptor-aceptor DT 8 (3,00 A)
Pi- Sigma DT 20 (3,03 A)
Pi-Piem formade T DT 20 (5,40 A)
Pi-Alquil DA 6 (4,74 A)
GLDL 07 Ligagdo de hidrogénio convencional DA 18 (2,46 A), DT 8 (2,81 A), DT 7
(2,78 A
Carga Atrativa DT 20 (5,30 A)
Pi-Enxofre DT 7 (5,28 A) DA 18 (4,30 A)
Pi-Alquil DA 6 (5,36 A)
AMSACRINA Ligacdo de hidrogénio convencional DA 6 (2,01 A)
Ligacéo carbono-hidrogénio DA 6 (2,76 A)
Pi-Enxofre DAG6 (574Ae526 A)
Pi-Sigma DT 8 (3,70 A)
Pi-Anion DT 20 (4,64 A)
Empilhamento Pi-Pi DT 19 (5,76 A)
ETOPOSIDEO Ligacdo de hidrogénio convencional DA 18 (2,18 A), DG 16 (1,83 A)
Ligag&o carbono-hidrogénio DG 10 (3,24 A e 3,78 A), DA 18 (3,08 A),
DA 17 (3,56 A), DC 11 (3,79 A)
Pi-Anion DG 10(3,84 A)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021

Para uma melhor visualizacdo destes resultados, a seguir estdo as imagens das interacdes
2D e 3D realizadas pelos compostos analisados no DNA (PDB ID 1BNA).

Figura 13 — Imagens em 3D das interagdes dos compostos no DNA (PDB ID 1BNA)

AMSACRINA

GLDL 07

| DA6

(continua)
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Figura 13 — Imagens em 3D das interagdes dos compostos no DNA (PDB ID 1BNA)
(concluséo)

GLDL 06

DA18

DA® -

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através das informacOes citadas acima, é possivel observar que todos os compostos
realizaram ligacdes de hidrogénio convencional, sendo que, o GLDL 06, GLDL 07 e o
etoposideo apresentaram interacdes semelhantes com desoxiadenosina 18, variando apenas a
distancia dessas ligacdes de hidrogénio convencional. Além disso, observou-se que o GLDL
06, a amsacrina e o etoposideo também interagiram com o DNA através de ligagdo carbono-
hidrogénio, entretanto, com residuos distintos.

Como ja foi visto anteriormente, 0 composto que obteve um resultado mais promissor
para 0 DNA (PDB ID 1BNA) foi 0 GLDL 06 com AG -11.95 Kcal mol?, Ki 1.75 nM e LE -
0,398 Kcal mol™?, seguido da amsacrina que apresentou AG -11.13 Kcal mol?, Ki 6.96 nM e
LE -0,397 Kcal mol. Analisando o docking molecular desses dois compostos pode-se verificar
seis tipos de interacBes para cada uma das moléculas. Contudo, 0 GLDL 06 apresenta oito
interacdes com aminoacidos distintos, ja a amsacrina apresenta sete interacbes com

aminoacidos distintos.
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5.2.2 Interagdes dos compostos com o complexo Topo/DNA

O complexo topoisomerase/DNA é um alvo para o tratamento de céncer bastante
importante. Segundo a literatura, a topoisomerase Il o apresentam-se indispensavel para
sobrevivéncia das células em proliferacao.

Na tabela a seguir estdo descritos todos os valores encontrados para a série GLDL e para

os controles no complexo topoisomerase 11 o/DNA (PDB ID 5GWK).

Tabela 6 — Energia livre de ligagdo (AG), constante de inibigdo (Ki) e eficiéncia de ligagdo
(LE) dos compostos no complexo topoisomerase I a/DNA (PDB ID 5SGWK)

PDB ID 5GWK
Compostos AG? KiP LE®
GLDL 06 -9,99 47,91 -0,333
GLDL 07 -10,34 26,4 -0,344
AMSACRINA -10,71 14,22 -0,382
ETOPOSIDEO -11,61 3,11 -0,276
LIGANTE -11,61 3,11 -0,276

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: 2AG e LE medido em Kcal mol?;
bKiem nM.

O complexo 5GWK apresenta como ligante co-cristalizado no alvo, o etoposideo, por
este motivo que o resultado de AG e Ki do ligante e do etoposideo é 0 mesmo, ou seja, o ligante
é o proprio etoposideo para esse alvo farmacologico.

Através da tabela 6, é possivel observar que para o complexo topo/DNA, o resultado
mais promissor foi do composto GLDL 07 que apresentou melhor interagéo e afinidade (AG -
10,34 Kcal mol'Y/ Ki 26,4 nM) quando comparado com o GLDL 06 (AG -9,99 Kcal mol ™/ Ki
47,91 nM). Entretanto, ambos os compostos da série GLDL apresentaram uma menor afinidade
e interacdo do que os farmacos ja utilizados na clinica.

O célculo de eficiéncia de ligacéo foi realizado de acordo com a metodologia de Murray
et al., 2014. Expressar da seguinte forma:

Valor de energia livre de ligagao (AG)

Eficiéncia de ligagdo (LE) = - - - —
n2de atomos da molécula,exceto os hidrogénios
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Em que, ao analisar as formulas quimicas dos compostos concluiu que desprezando a
quantidade de 4&tomos de hidrogénio, o composto GLDL 06 e GLDL 07 apresentaram 30 &tomos
isoladamente, a amsacrina apresentou 28 atomos e o etoposideo apresentou 42 4tomos.

E factivel analisar que o etoposideo apresentou melhor interacio com o complexo
topo/DNA (AG -11,61 Kcal mol™/ Ki 3,11 nM) do que a amsacrina (AG -10,71 Kcal mol™/ Ki
14,22 nM). Contudo, esse resultado é explicado possivelmente devido ao tamanho estrutural do
etoposideo que proporciona uma maior quantidade de interagcbes com o alvo. Em contrapartida,
ao analisar a eficiéncia de ligacGes observamos que a amsacrina apresentou um resultado mais
satisfatdrio (-0,382 Kcal mol™) do que o etoposideo (-0,276 Kcal mol™?). Ou seja, a amsacrina
apresenta uma maior energia livre de ligacdo para atomos isolados do que o etoposideo, porém,
devido o etoposideo apresentar uma estrutura maior para esse estudo apresentou uma melhor
energia livre de ligacdo como um todo. O mesmo ocorre quando se compara o etoposideo com
0 GLDL 07, ou seja, 0 etoposideo apresentou um resultado mais promissor de energia livre de
ligacdo do que o GLDL 07. Entretanto, quando se analisa a eficiéncia de ligacdo € possivel
observar que o melhor resultado foi do GLDL 07 com -0,344 Kcal mol™ do que o etoposideo
com -0,276 Kcal mol™?. Essa premissa ¢ também explicada pelo fato de que o etoposideo
apresenta uma estrutura maior quando comparado com o GLDL 07. Logo, conclui-se que o
GLDL 07 apresenta uma maior energia livre de ligacdo para atomos isolados do que o
etoposideo.

Na figura a seguir, € possivel observar a sobreposi¢cdo dos compostos no complexo
topoisomerase Il o/DNA e analisar a posicao e localizagdo as quais 0s compostos se ligam nos

alvos moleculares.
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Figura 14 — Ligantes sobrepostos no alvo PDB ID 5GWK

PDB ID 5GWK

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: Azul: ligante co-cristalizado (etoposideo); Verde: amsacrina; Amarelo: GLDL06; Roxo: GLDLO7

A figura 14 mostra que o GLDL 06 (amarelo) e a amsacrina (verde) se ligaram no
complexo topoisomerase/DNA de forma semelhante, dessa forma, se sobrepuseram. Ja o
composto GLDL 07 (roxo) se ancorou no alvo em posic¢éo distinta quando comparado com o
GLDL 06 e a amsacrina. Porém, essas variacBes foram insignificantes, visto que, as quatro
moléculas se ligaram no mesmo sitio de ligacdo (grid box) e as sobreposices ficaram bem
proximas.

Outra forma de se estudar como os compostos se ligam nos alvos € através da analise
dos tipos de ligaces realizadas, das distancias dessas ligagcdes e com quais residuos ocorrem

essa interacdo (Tabela 7).
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Tabela 7 — Perfil de interacdo dos compostos no complexo Topo/DNA (PDB ID 5GWK)

Complexo topo/DNA (PDB ID 5GWK)

Compostos Tipos de ligacBes Residuos (distancia)
GLDL 06 Ligaco de hidrogénio convencional GLY A:760 (3,03A), DT D:9 (2,20 A)
Ligac&o carbono-hidrogénio DTD:9(3,78A)
Pi-Cétion DCCC:8(435A¢e387A)
Pi-Anion DTD:9(435A¢e429 A)
Ligacdo de hidrogénio Pi-doador DCC:8(3,55A)
Empilhamento Pi-Pi DG F: 13 (5,02 A)
Pi-Alquil DG F: 13 (4,51 A), ARG A: 487 (4,91 A)
GLDL 07 Ligac&o de hidrogénio convencional SER A: 763 (3,05 A), GLU A: 506 (1,84
A), DGF:13 (2,23 A), DT D:9 (2,26 A)
Ligacéo carbono-hidrogénio DT D: 9 (3,60 A)
Pi-Cétion DA F: 12 (4,09 A), ARG A: 487 (4,98 A)
Ligacdo de hidrogénio Pi-doador =
Empilhamento Pi-Pi DGF:13 (4,69 A),DCC:8 (4,30 Ae
3,87 A)
Alquil ARG A: 487 (4,53 A)
Pi-Alquil -
AMSACRINA Ligagdo de hidrogénio convencional ARG A: 487 (3,48 A (’3&2,23 A),DTD:9
(1,86 A)
Ligacéo carbono-hidrogénio GLY A:760 (3,46 A)
Interacdo desfavoravel aceptor-aceptor DCC:8(297 A
Pi-Anion DT D:9 (4,56 Ae 4,50 A)
Pi-Sigma DG F: 13 (3,88 A)
Pi-Enxofre DGF:13 (451 A)
Ligacdo Pi-Elétrons Livres DG F: 13 (2,91 A)
Empilhamento Pi-Pi DC C:8 (4,98 A), DT D: 9 (5,47 A), DG
F: 13 (8,23 A)
Pi-Alquil MET A: 762 (5,10 A)
ETOPOSIDEO Van der Waals GLY A: 488

Ligacdo de hidrogénio convencional

ASP A: 463 (3,68 A), ARG A: 487 (2,44
A), DAF: 12 (3,01 A), DG F: 13 (2,29 A)

Ligacdo carbono-hidrogénio

DG D: 10 (3,01 A), DT D: 9 (3,17 Ae
3,80 A), GLY A: 462 (3,02 A), DG F: 13
(2,83 A)

Pi-Cétion

ARG A: 487 (4,80 A)

Ligacdo de hidrogénio Pi-doador

DAF: 12 (4,18 A)

Empilhamento Pi-Pi

DG F: 13 (4,57 A; 445 A)

Empilhamento Pi-Amida

ARG A: 487 (4,50 A)

Alquil

MET A: 766 (4,96 A)

Pi-Alquil

ARG A: 487 (5,19 A), DT D: 9 (3,93 A)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Para uma melhor visualizacao destes resultados, a seguir estdo as imagens das interacdes

2D e 3D realizadas pelos compostos analisados no complexo topoisomerase 11 o/DNA (PDB

ID 5GWK).
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Figura 15 — Imagens em 2D das interagdes dos compostos no complexo topoisomerase Il
o/DNA (PDB ID 5GWK)
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Ligagiio cathono-hidrogénio Empilhamento Pi-Pi Ligagiio carhono-hidrogénio Alguil
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através da tabela 7 e da figura 15, é possivel observar que todos 0s compostos estudados

realizaram ligacOes de hidrogénio convencional, no entanto, vale destacar que o GLDL 06,

GLDL 07 e a amscrina apresentaram ligacdo de hidrogénio convencional com desoxitimidina

9, em que, a menor distancia dessa ligacdo foi realizada pela amsacrina (1,86 A) seguida do
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GLDL 06 (2,20 A) e GLDL 07 (2,26 A). E importante ressaltar que, como j& descrito
anteriormente, a amsacrina apresentou um resultado mais satisfatorio de eficiéncia de ligacéo
(-0,382 Kcal mol™), do que o GLDL 06 (-0,333 Kcal mol™*) e 0 GLDL 07 (-0,344 Kcal mol™).
Logo, possivelmente essa ligacdo pode ser importante para a afinidade do composto com o alvo,
visto que, a menor distancia de interagdo foi da amsacrina, bem como, resultado mais
satisfatorio de energia livre de ligacdo, constante de afinidade e eficiéncia de ligacdo quando
comparado com GLDL 06 e GLDL 07 que apresentaram distancias de ligacbes com este residuo
bem préximos, sendo reproduzidos também na eficiéncia de ligacdo, ou seja, também
apresentaram eficiéncia de ligagdo bem similares.

Outra interacdo que os quatro compostos estudados realizam € a ligacdo carbono-
hidrogénio com o desoxitimidina 9, porém, apresentam diferentes distancias de interacdo como
descritas na tabela acima. Em que, o etoposideo realiza duas ligacGes com este residuo
apresentando distancias de 3,17 A e 3,80 A, a amsacrina realiza essa interagdo com distancia
de 3,46 A, seguidos dos compostos GLDL 07 (3,60 A) e GLDL 06 (3,78 A). Quando se compara
a amsacrina com a série GLDL observa que novamente, a amsacrina realiza interacdo com uma
menor distancia de ligacdo comparado com o GLDL 06 e GLDL 07.

Além disso, os compostos ainda realizam intera¢des do tipo Pi-cation, Pi-anion, ligacao
de hidrogénio Pi-doador, empilhamento n-xt, Pi-alquil, entre outros.

Como ja mostrado na figura 6, a amsacrina apresenta como espagador 0 grupo amino,
ja os compostos GLDL apresentam como espacador 0 grupo tiossemicarbazida. Desse modo,
ao visualizar os resultados de docking molecular observamos que o grupo amino da amsacrina
realiza ligac&o de hidrogénio com a timina D:9, bem como, o grupo tiossemicarbazida presente
nos compostos GLDL 06 e GLDL 07 também interagem por ligagao de hidrogénio com a timina
D:9. Contudo, o grupo tiossemicarbazida do composto GLDL 07 ainda realiza ligacdo de
hidrogénio com guanina F:13. Destacando assim, a importancia de executar a técnica de
bioisosterismo no planejamento desses novos compostos.

Outro ponto importante que os compostos GLDL 06 e GLDL 07 apresentam é o fato de
que os mesmos exibem modificagdes no anel acridinico quando comparados com a amsacrina.
Ou seja, tanto 0 GLDL 06 como o GLDL 07 apresentam cloro (CI) e metoxila (OCH3), porém,
no docking molecular ndo foram visualizados interagcdes desses grupos do GLDL 06 com o
completo Topoisomerase/DNA, diferentemente do GLDL 07 que tanto o cloro como a metoxila
interagiram com a Topoisomerase nos residuos de arginina A:487 e serina A:763,

respectivamente (Figura 6).
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Ao comparar apenas 0os compostos GLDL 06 e GLDL 07 através desses estudos in silico
observamos que o substituinte metil (CHs) do GLDL 06 realizou interagdo Pi-alquil com
guanina F:13 do DNA, entretanto, o substituinte hidroxila (OH) do GLDL 07 realizou ligacao
de hidrogénio convencional com glutamato A:506 da Topoisomerase. Devido essas
modifica¢bes nos grupos substituintes das moléculas terem gerado interagfes distintas, como
Pi-alquil no caso do GLDL 06 e ligacdo de hidrogénio convencional no caso do GLDL 07 pode-
se sugerir que foram modifica¢fes importantes nos grupos substituintes, visto que, 0 composto
com o substituinte hidroxila (GLDL 07) apresentou melhor energia livre de ligacdo e constante
de afinidade quando comparado com o composto GLDL 06 (Figura 6).

Como ja citado anteriormente, a farmacocinética é um fator importante e imprescindivel
de analisar durante o planejamento de novas entidades quimicas. Quando se fala de farmacos
antitumorais é de suma importancia também reforcar que a albumina sérica € um importante
veiculo para os farmacos penetrarem com maior facilidade em células de tumores sélidos

acarretando melhores resultados terapéuticos.

5.2.3 Interacgdes dos compostos com albumina bovina

Outro alvo bastante utilizado para os estudos de compostos promissores com atividade
antitumoral é a albumina. Segundo a literatura, os tumores solidos apresentam uma
caracteristica importante que é o acumulo de albumina devido a problemas nos capilares
combinado com um sistema linfatico ausente ou deficiente.

Na tabela a seguir estdo descritos todos os valores encontrados para a série GLDL e para
os controles ap6s a ancoragem molecular na albumina bovina (PDB 1D 6QS9).

Tabela 8 — Energia livre de ligagdo (AG), constante de inibig¢ao (Ki) e eficiéncia de ligagdo
(LE) dos compostos com albumina bovina (PDB ID 6QS9)

PDB ID 6QS9
Compostos AG? KiP LE?
GLDL 06 -9,04 235,73 -0,301
GLDL 07 9,42 125,37 -0,314

AMSACRINA -10,47 21,19 -0,373

ETOPOSIDEO -4,71 354.600,0 -0,112
LIGANTE -8,04 1.270,0 -0,423

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: 2 AG e LE medido em Kcal mol*;
b Kiem nM.
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Atraveés da tabela 8 é possivel observar que para o alvo farmacoldgico (PDB ID 6QS9),
0 composto que apresentou melhor energia livre de ligacdo e constante de afinidade foi o
controle positivo, amsacrina. Seguido do GLDL 07 (AG -9,42 Kcal mol™ / Ki 125,37 nM) e do
GLDL 06 (AG -9,04 Kcal mol? / Ki 235,73 nM). O ligante co-cristalizado do alvo (R-
Cetoprofeno) apresentou resultados mais promissores de AG (-8,04 Kcal mol™) e Ki (1.270,0
nM) quando comparado com o etoposideo (AG -4,71 Kcal mol / Ki 354.600,0 nM). Entretanto,
0s compostos da série GLDL se destacaram ao comparar seu resultado o etoposideo e o
cetoprofeno.

Para analisar o parametro de eficiéncia de ligagdo (LE) é imprescindivel ressaltar, como
ja mencionado anteriormente, que desprezando a quantidade de atomos de hidrogénio, o
composto GLDL 06 e GLDL 07 apresentam 30 4&tomos isoladamente, a amsacrina apresenta 28
atomos, etoposideo apresenta 42 atomos e o cetoprofeno apresenta 19 atomos. Logo, o que é
possivel observar é que o composto que apresentou melhor eficiéncia de ligagdo foi o
cetoprofeno com o valor de -0,423 Kcal mol™, o que difere dos resultados de energia livre de
ligacdo e constante de afinidade. Entretanto, para os demais compostos analisados a eficiéncia
de ligacdo foi equivalente a energia livre de ligacdo e constante de afinidade.

Na figura a seguir, é possivel observar a sobreposicdo dos compostos na albumina

bovina e analisar a posicao e localizagdo as quais 0s compostos se ligam nos alvos moleculares.

Figura 16 — Ligantes sobrepostos no alvo PDB ID 6QS9

PDB ID 6QS9

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: Azul: ligante co-cristalizado; Verde: amsacrina; Vermelho: etoposideo; Amarelo: GLDLO06; Roxo:

GLDLO7.



60

A figura 16 mostra que o GLDL 06 (amarelo) e o GLDL 07 (roxo) apresentam o anel
acridinico posicionado de forma bem similar. Diferentemente do que ocorre com a amsacrina
(verde) que se ancorou na albumina bovina em posicdo distinta dos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos. Porém, essas variagdes foram insignificantes, visto que, as
quatro moléculas se ligaram no mesmo espago de busca (grid box).

Outra forma de se estudar como os compostos se ligam nos alvos é através da anélise

dos tipos de ligacOes realizadas, das distancias dessas ligacGes e com quais residuos ocorrem
essa interacdo (Tabela 9).

Tabela 9 — Perfil de interagcdo dos compostos na albumina bovina (PDB ID 6QS9)

Albumina bovina (PDB ID 6QS9)

Compostos Tipos de ligacdes Residuos
GLDL 06 Ligacdo de hidrogénio convencional ARG B: 217 (2,17 A), ARG B: 194 (2,16
A), ARG B: 256 (2,79 A; 4,92 A)
Ligacéo carbono-hidrogénio SER B: 191 (3,67 A)
Interacdo desfavoravel positivo-positivo ARG B: 198 (3,71 A; 4,28 A), HIS B: 241
(4,74 A; 3,59 A), ARG B: 256 (5,50 A;
4,19 A)
Pi-Anion GLU B: 291 (4,80 A)
Pi-Sigma ALA B: 290 (3,94 A; 3,80 A)
Pi-Enxofre TYR B: 149 (4,68 A)
Alquil ALA B: 260 (3,66 A), ILE B: 263 (3,83
A), LEU B: 259 (4,50 A), ILE B: 289
(3,76 A), ARG B: 217 (4,79 A), LYS B:
221 (3,60 A), LEU B: 218 (4,38 A)
Pi-Alquil ILE B: 289 (4,85 A), ALA B: 290 (5,04
A; 4,92 A), ARG B: 217 (4,92 A), PHE B:
222 (5,17 A), LEU B: 259 (5,43 A), ARG
B: 194 (3,37 A)
GLDL 07 Ligacdo de hidrogénio convencional ARG B: 217 (4,47 A), ARG B: 198 (2,04
A), ARG B: 256 (4,59 A)
Ligacdo carbono-hidrogénio SER B: 191 (3,59 }3’2 ARG B: 194 (3,14
)
Interagio desfavoravel positivo-positivo ARG B: 198 (4,89 A; 4,57 A), HIS B: 241
(4,60 A; 3,05 A), ARG B: 256 (4,68 A,;
5,00 A)
Pi-Cétion ARG B: 198 (3,89 A)
Pi-Sigma ALA B: 290 (3,60 A)
Pi-Enxofre TRP B: 213 (4,49 A)
Alquil LYS B: 221 (3,19 l}\) LEU B: 218 (4,29
)
Pi-Alquil ILE B: 289 (4,72 A), ALA B: 290 (5,11
A; 481A;377A), ARG B: 217 (5,33 A),
PHE B: 222 (4,59 /3/2 ALA B: 260 (4,78
)
AMSACRINA Ligacéo de hidrogénio convencional ARG B: 194 (2,03 ,’3&\) ARG B: 198 (1,90
)

Ligacdo carbono-hidrogénio

Interacdo desfavoravel doador-doador

ARG B: 198 (1,63 A)

Pi-Cétion

ARG B: 198 (3,80 A)

(continua)
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Tabela 9 — Perfil de interagdo dos compostos na albumina bovina (PDB ID 6QS9)

(concluséo)

Albumina bovina (PDB ID 6QS9)

Residuos

TRP B: 213 (5,68 A)

ILE B: 289 (5,49 A), ALA B: 290 (4,24

A;491A;422A;491A), LYSB: 221

(4,53 A), LEU B: 218 (4,86 A), LEU B:
237 (4,66 A; 5,40 A)

Compostos Tipos de ligacBes
Pi-Pi em formade T
Pi-Alquil
ETOPOSIDEO Ligacdo de hidrogénio convencional

ARG B: 217 (1,85 A), ARG B: 256 (2,86
A), ARG B: 198 (2,70 A), HIS B: 241
(1,95 A), ALA B: 260 (2,80 A)

Ligacéo carbono-hidrogénio

ARG B: 194 (2,73 A)

Interacdo desfavoravel aceptor-aceptor

GLU B: 291 (2,73 R), SER B: 286 (2,64
R), ARG B: 256 (2,92 A)

Pi-Cétion

ARG B: 256 (4,82 A)

Pi-Sigma

ALA B: 290 (3,62 A)

Alquil

ALA B: 290 (3,85 A)

Pi-Alquil

LYS B: 221 (3,77 A), LEU B: 218 (4,67

A; 5,24 A), LEU B: 259 (5,11 A), LEU B:

237 (5,29 A), HIS B: 241 (5,45 A), TYR
B: 149 (5,22 A)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Para uma melhor visualizacao destes resultados, a seguir estdo as imagens das interacdes

2D e 3D realizadas pelos compostos analisados na albumina bovina (PDB ID 6QS9).

Figura 17 — Imagens em 2D das interagfes dos compostos na albumina bovina (PDB ID
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ARG B:194 B:221
B217 SER
Y B:191
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B:259 o
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INTERACOES INTERACOES
Ligagio de hidrogénio convencional Pi-Sigma Ligagdo de hidrogénio convencional Pi-Sigma
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(continua)
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Figura 17 — Imagens em 2D das interagdes dos compostos na albumina bovina (PDB ID

(concluséo)
AMSACRINA ETOPOSIDEO
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através dos resultados de docagem obtidos, como visto na tabela 9 e figura 17 acima,
0s compostos apresentaram perfis interessantes de serem avaliados. Todos 0s quatro compostos
estudados (GLDL 06, GLDL 07, amsacrina e etoposideo) realizaram ligagdes de hidrogénio
convencional, ligagdo carbono-hidrogénio e Pi-alquil.

O composto GLDL 06 apresentou 4 ligaces de hidrogénio convencional, enquanto que
0 GLDL 07 apresentou 3 ligacGes de hidrogénio convencional, a amsacrina realizou 2 ligacdes
de hidrogénio e o etoposideo exibiu 5 liga¢cdes de hidrogénio convencional. Analisando ainda
esse tipo de ligacdo é possivel observar que os compostos interagiram com a arginina B: 256,
exceto a amsacrina. O GLDL 06, GLDL 07 e o etoposideo realizaram interacdo com arginina
B: 217. O GLDL 07, amsacrina e o etoposideo interagiram com arginina B: 198. Ja a ligacdo
de hidrogénio convencional com arginina B: 194 s6 é encontrada na molécula GLDL 06 e
amsacrina com distancia de interacdo de 2,16 A e 2,03 A, respectivamente.

Para a ligacéo carbono-hidrogénio é possivel observar que o0 GLDL 06 e o etoposideo
realizaram apenas 1 ligacdo, ja o GLDL 07 realizou 2 ligagdes. Contudo, tanto o GLDL 06
como o0 GLDL 07 realizam interagdes com serina B: 191 com distancias de 3,67 A e 3,59 A,
respectivamente.

Como ja discutido anteriormente, para a albumina bovina, 0s compostos que

apresentaram melhor interacdo e afinidade foram a amsacrina seguido do GLDL 07.
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Curiosamente entre os compostos envolvidos no estudo foram os Unicos que realizaram ligacéo
Pi-cation com arginina B: 198, em que, a amsacrina obteve uma interagdo mais forte com
distancia de ligacdo de 3,80 A e o composto GLDL 07 apresentou uma interagdo mais fraca
com distancia de ligacdo de 3,89 A.

A interacdo Pi-sigma com alanina B: 290 é encontrada nos compostos GLDL 06, GLDL
07 e etoposideo. Em que, o GLDL 06 realiza duas interacdes e o GLDL 07, bem como, 0
etoposideo realizam apenas uma ligacéo.

Além disso, é possivel observar que todos os compostos realizam ligacdes do tipo Pi-
alquil. Em que, o GLDL 06, GLDL 07 e amsacrina interagem com isoleucina B: 289 e alanina
B: 290. Todavia, apenas 0 GLDL 06 e GLDL 07 interagem com arginina B: 217 e fenilalanina
B: 222.

Por fim, como ja mostrado na figura 6, a amsacrina apresenta como espagador 0 grupo
amino, ja os compostos GLDL apresentam como espacador o grupo tiossemicarbazida. Desse
modo, ao visualizar os resultados de docking molecular observamos que o0 grupo amino da
amsacrina ndo realiza interacdes com a albumina bovina, entretanto, o grupo tiossemicarbazida
presente nos compostos GLDL 06 e GLDL 07 exibiram 6 interac6es desfavoraveis positivo-
positivo com os aminoacidos arginina B: 198, arginina B: 256 e histidina B: 241. Logo, essa
porcao ndo foi favoravel a interacdo com a albumina. Decorrente, possivelmente, do perfil mais
hidrofilico dessa parte da molécula, em que, apresenta menor afinidade com albumina bovina.
Observamos, por exemplo, o etoposideo que é uma molécula de caréater hidrofilico e apresenta
uma menor interacdo e afinidade do que os outros compostos envolvidos na analise. Assim,
esses resultados podem corroborar na explicacdo da variacdo de energia livre de ligacdo e
constante de afinidade entre os compostos, em que, a amsacrina apresentou melhor AG e Ki

guando comparado com o0 GLDL 06 e GLDL 07.

5.3 Estudo de dindmica molecular

No estudo da DM podemos analisar, primeiramente, o desvio de todo o sistema para se
identificar a estabilidade da simulagéo, incluindo alvo biologico, ligantes e interferéncias da
agua, pressdo, temperatura e ions. Analisa-se, também, de forma especifica: i) como se
comporta a movimentacgdo do alvo bioldgico (RMSD) ao longo do tempo, ii) a movimentagado
dos ligantes (RMSD) ao longo do tempo, iii) o desvio dos pares de base e/ou aminoacidos do

alvo (RMSF) ao longo do tempo, e iv) as ligacGes de hidrogénio realizadas entre o alvo
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bioldgico e o ligante avaliado ao longo do tempo. Os graficos resultantes ajudam a compreender

como ocorre a formacgédo do complexo ao longo do tempo e sua estabilidade.

5.3.1 Dinamica molecular no Acido Desoxirribonucleico (DNA)

Um dos pardmetros mais amplamente utilizados nas simulagdes DM é o Root Mean
Square Deviation (RMSD) ou simplesmente, raiz quadrada do desvio quadratico médio. O
RMSD para DM reflete o deslocamento médio dos 4&tomos e seu uso nos permite determinar a
estabilizacdo estrutural na escala de tempo do periodo de simulagdo (MARTINEZ, 2015;
SARGSYAN; GRAUFFEL; LIM, 2017).

Para o complexo formado entre DNA e ligante (PDB ID 1G3X), o RMSD do sistema
demonstrou uma otimizacdo completa da espinha dorsal do DNA antes de 1,0 ns (apéndice D)
sem mudanca significativa de conformacgdo até 10 ns. Este fato indica que o tempo das
simulagdes foi suficiente para o refinamento, ou seja, para a estabilizacdo de todas as estruturas
no periodo analisado (MALININA et al., 2002).

Na figura 18 a seguir, é possivel observar os desvios do proprio DNA.

Figura 18 — RMSD da simulagdo de dinamica molecular para o DNA em diferentes sistemas

RMSD
Complexo DNA
1 0 T ‘ T | T T T
— Sistema GLDL6
L — Sistema GLDL7 il
Sistema Amsacrina
—— Sistema Etoposideo
8 Sistema Ligante PDB

RMSD (A)

0 2 4 6 8 10

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Identificou-se que houveram grandes desvios estruturais durante a simulagéo de 10 ns,
que se deve as extremidades da pequena dupla hélice do DNA ao apresentarem maior
movimentacdo. Neste caso, 0 RMSD para os 5 sistemas estudados demonstrou um desvio médio
entre 1 - 8 A (Figura 18). Estas movimentaces ndo afetaram a afinidade do complexo ligante-
DNA, em que, o ligante permanece ancorado a estrutura até 10 ns.

O Root Mean Square Fluctuation (RMSF), ou simplesmente, raiz quadrada da flutuagao
quadratica média mede o desvio médio de cada particula ao longo do tempo a partir de uma
posicao de referéncia. Ou seja, é responsavel por mostrar as flutuagcdes do movimento para cada
residuo do alvo analisado. A seguir, observa-se 0 RMSF dos residuos do DNA nos diferentes

sistemas:

Figura 19 — RMSF da simulacdo de dindmica molecular do DNA em diferentes sistemas

RMSF
Flutuacdes do DNA
10 | | I ‘ | '
— Sistema GLDL6
B — Sistema GLDL7 .
Sistema Amsacrina
8l — Sistema Etoposideo  |_|
Sistema Ligante PDB

RMSF (A)

0 | \ | |
600 605 610 615 620 625
Residuo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Nota-se que entre as porgdes 612 e 613, regido do sitio de ligacdo, demonstra a
acentuacé@o de um pequeno pico devido a interferéncia dos ligantes nesta regido do sitio (Figura
19). Tais flutuagOes dos pares de base para 0 DNA foram bem similares entre os 4 sistemas

avaliados (3 — 4 A), o que demonstra similaridade de acoplamento, exceto para o sistema com
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o ligante etoposideo (aproximadamente 6 A). Pode-se constatar que o etoposideo ndo é um
agente intercalante de DNA, mas apenas um inibidor da topoisomerase, o que explica os dados
obtidos.

Na figura seguinte € possivel observar os desvios de cada ligante imerso nos sistemas.
Em outras palavras, a figura 20 demonstra o quanto cada composto se movimentou no sitio de
ligagdo do DNA.

Figura 20 — RMSD da simulacéo de dindmica molecular do ligante em diferentes sistemas

RMSD
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

O desvio demonstrou pouca movimentacdo dos ligantes no sitio de ligacdo. Observa-se
que apds 1 ns todos 0s compostos se estabilizaram no sitio de ligacdo. com desvio entre 1 - 4 A
(Figura 20). A amsacrina apresentou o menor desvio, seguido pelo GLDL 06, etoposideo,
ligante PDB e GLDL 07. Esse maior desvio para 0 GLDL 07 e ligante PDB pode ser
compreendido pelas trocas de ligacdes de hidrogénio, que hora faz 4 e 6, respectivamente, e em
seguida se perde 1 ligacdo de hidrogénio (Figura 21) para ambos.

A figura 21 revela a quantidade de ligages de hidrogénio que cada composto realiza

com o DNA por nanosegundos (ns).
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Figura 21 — Ligacdes de hidrogénio existentes entre os ligantes e 0 DNA em diferentes

sistemas

Ligag¢des de hidrogénio
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Na figura 21 podemos observar a formacdo de varias ligacGes de hidrogénio entre os
pares de base do sitio de ligacdo com os compostos analisados. Destaca-se até 6 ligacdes de
hidrogénio para o ligante PDB, 4 ligacGes de hidrogénio para GLDL 07, 3 ligacGes de
hidrogénio para amsacrina e GLDL 06 e até 2 ligacdes de hidrogénio para o etoposideo.

Esse resultado difere um pouco do encontrado no docking molecular, pois, no processo
de docagem, o composto GLDL 06 apresentou uma melhor energia livre de ligagéo e constante
de afinidade, em contra partida, na dindmica, 0 GLDL 07 realizou uma ligacao de hidrogénio a
mais que o GLDL 06. Porém, observamos através da figura 20 que o composto GLDL 06 se
apresentou mais estabilizado no alvo. Bem como, o DNA também se manteve melhor
estabilizado no sistema que apresentava o composto GLDL 06 como ligante.

A sequir, é possivel visualizar poses por nanossegundos dos compostos estudados no

sitio de ligacéo (Figura 22). Os ensaios por DM mostraram que os compostos GLDL 06 e GLDL
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07 se orientam de forma semelhante aos inibidores amsacrina e etoposideo, mimetizando

interagOes importantes para a atividade.

Figura 22 — Comportamento dos compostos no sitio de ligacao (PDB ID 1G3X). A) GLDL
06. B) GLDL 07. C) amsacrina. D) etoposideo E) ligante co-cristalizado

A) GLDL 06

B) GLDL 07

#
/ Y 4
,‘::/,' \
'
A C

(continua)
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Figura 22 — Comportamento dos compostos no sitio de ligagdo (PDB ID 1G3X). A)
GLDL 06. B) GLDL 07. C) amsacrina. D) etoposideo E) ligante co-cristalizado

(concluséo)

D) ETOPOSIDEO

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: As conformacdes, por nanossegundos, dos ligantes esta mostrado na esquerda.

Na direita a figura representa o sitio de ligacdo do DNA com o ligante acoplado na Gltima conformagdo da
simulacdo: na coloragdo cinza é DNA e em rosa destaca-se o ligante.

Adicionalmente, observa-se que o GLDL 06 e GLDL 07 apresentam posicionamentos
semelhantes ao inibidor PDB, amsacrina e etoposideo, com pouca movimentagdo no sitio de
ligacdo. Desta forma, a presenca do grupo acridina nestes compostos favorece a estabilidade de
interacdo com os pares de base do DNA (Figura 22). Observa-se que a porcao acridinica
permanece acoplada ao sistema por meio de intercalagdo de pares de base no sitio de ligacéo,
fornecendo pontos aceitadores de ligacdo de hidrogénio com os pares de base do sitio de ligagdo
(Figura 21).
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A maior quantidade de ligacdo de hidrogénio com o ligante PDB se d& devido a presenca
muitos grupos oxigenados e nitrogenados. Ja para os compostos do nosso estudo, o GLDL 07
apresenta 1 ligacao de hidrogénio a mais que o composto GLDL 06. Esse fato se evidencia pela
presenca do grupo 4-hidroxi-benzilideno acoplado ao grupamento tiossemicarbazida na
estrutura do GLDL 07, que auxilia na formacdo de mais uma ligacdo de hidrogénio. Sabe-se
que as ligagdes de hidrogénio sdo as intera¢des intermoleculares mais fortes. Sua importancia
surge da grande diferenca de eletronegatividade entre os elementos organicos (ALKORTA,
1998). Esta caracteristica pode indicar o composto GLDL 07 como 0 que apresenta maior
interacdo com o DNA comparado com o GLDL 06.

Para o GLDL 06 observa-se que a por¢éo 4-metil-benzilideno acoplado ao grupamento
tiossemicarbazida € a de maior movimentacdo, mas tais movimentos ndo apresentam grandes
desvios no sitio (Figura 22). O ligante GLDL 06 se estabiliza com 2 ligacGes de hidrogénio com
0 DNA, realizando ao maximo 3. Dessa forma, é possivel que o GLDL 06 apresente menor
interacdo com o alvo quando comparado ao GLDL 07.

Nossos resultados corroboram com os obtidos previamente em literatura. Zeferino et al.
(2020) identificou que a presenca de interacdes hidrofobicas com pares de base do DNA é
importante para manutencdo dos compostos no sitio de ligacéo.

A presenga de multiplos anéis aromaticos permite interagdes de empilhamento Pi com
os nucleotideos, que sdo a principal forca motriz no modo de ligacdo de intercalacdo. A ligacao
por intercalacdo induz mudancas conformacionais nas estruturas de DNA, incluindo a abertura
de uma lacuna entre as bases e um alongamento e desenrolamento da torcao helicoidal. Essas
mudancas estruturais afetam as func¢des bioldgicas do DNA, incluindo a inibi¢do dos processos
de transcricéo, replicacéo e reparo do DNA, tornando os intercaladores potentes mutagénicos e
potenciais drogas antitumorais (GILAD; SENDEROWITZ, 2014).

Outras interacBes que contribuem para a formacdo de complexos entre 0 DNA e
compostos intercaladores sdo van der Waals, ligacbes de hidrogénio e interacbes de
transferéncia de carga (GILAD; SENDEROWITZ, 2014; GOUVEIA et al., 2018).

5.3.2 Dinamica molecular no complexo Topoisomerase 11 a/ DNA

Através da dindmica molecular realizada no complexo Topoisomerase-DNA (PDB ID
5GWK), observa-se que ndo ha grande diferenca entre a pose sugerida pelo docking e a pose
final do ligante apds a simulacdo de 10 ns na dinamica molecular. A afinidade do complexo de

ligacdo da proteina e 0s compostos apresentaram longo tempo de residéncia, em que, o ligante



71

ndo desacopla apos a simulagdo (Apéndice E). Desta forma, destaca-se que 0S compostos se
mantiveram estaveis ao longo do tempo.

O RMSD dos sistemas GLDL 06, GLDL 07, do inibidor amsacrina e etoposideo com a
5GWK demonstraram uma otimizacdo completa da espinha dorsal da proteina antes de 2,0 ns,
sem uma mudanca significativa de conformacéo até 10 ns (Apéndice E).

Para uma melhor compreensdo dos dados que serdo exibidos a seguir é de suma
importancia ressaltar que esse estudo foi realizado no complexo topoisomerase-DNA,
entretanto, para visualizar de forma especifica como a topoisomerase e 0 DNA se comportam
no sistema topo-DNA-ligante € que houveram a separacdo das figuras referentes ao RMSD e
ao RMSF.

A seguir, é possivel observar os desvios da topoisomerase e do DNA como um todo de

cada ligante distinto (Figura 23).

Figura 23 — RMSD da simulagéo de dindmica molecular para os complexos estudados. A)
RMSD da topoisomerase em diferentes sistemas. B) RMSD do DNA em diferentes sistemas
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(continua)
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Figura 23 — RMSD da simulagéo de dindmica molecular para os complexos estudados. A)
RMSD da topoisomerase em diferentes sistemas. B) RMSD do DNA em diferentes sistemas

(concluséo)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

O RMSD da topoisomerase e do DNA para os sistemas GLDL 06 e o GLDL 07
demonstrou movimentacao similar ao sistema dos inibidores amsacrina e etoposideo. Os
sistemas apresentaram minimos desvios e se estabilizaram apds 6 ns (Figura 23). Para 0 DNA
(Figura 23 B) observa-se que 0s compostos ndo apresentaram altos desvios da estrutura,
permanecendo sem grandes movimentagdes. Para a topoisomerase, no entanto, apos 8 ns, houve
um maior pico de movimentacdo que se deve aos loops presentes na estrutura da proteina.
Entende-se que os loops sdo estruturas de alta movimentacdo (NESTL; HAUER et al., 2014) e
que podem apresentar maiores movimentacdes. Os loops pertencem as partes mais flexiveis das
estruturas enzimaticas e apresentam uma maior mudanca de interacdo com as moléculas do
solvente. Estas por¢des estdo distantes do sitio de ligacdo e ndo sdo foram suficientes para
desestabilizar as estruturas de DNA (Figura 23 B).

O RMSF mede o desvio medio de uma particula ao longo do tempo a partir de uma

posicao de referéncia. Neste sistema as particulas referem-se aos aminoacidos da topoisomerase
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e aos pares de bases nitrogenadas do DNA. A seguir, observa-se 0 RMSF dos residuos da

topoisomerase nos diferentes sistemas:

Figura 24 — RMSF da simulacdo de dindmica molecular para topoisomerase em diferentes

sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Neste estudo, observa-se que as flutuacbes dos residuos de aminodcidos para a
topoisomerase foram bem similares entre os 4 sistemas estudados. A regido de maior desvio se
apresenta entre os residuos de aminoacidos 680-720, que se destaca pela presenca de loops na
estrutura proteica. Os residuos de aminoacidos Arg85, Glul04 e Met360 representam 0s
aminoacidos envoltos no sitio ativo de ligagdo, em que estes apresentaram baixa oscilacdo ao
longo da simulacdo (Figura 24).

Por outro lado, o RMSF dos residuos do DNA nos diferentes sistemas estudados destaca

outro perfil (Figura 25).
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Figura 25 — RMSF da simulagdo de dindmica molecular para 0 DNA em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Neste estudo, observa-se que as flutuaces dos pares de base do DNA foram bem
similares entre os 4 sistemas. Os desvios ocorrem entre 0s pares de base 8-13, formando picos
acentuados devido a interferéncia dos ligantes nesta regido do sitio (Figura 25).

Na figura seguinte, é possivel observar os desvios de cada ligante imerso nos sistemas
contendo topo/DNA, &agua, pressdo, temperatura e ions. Em outras palavras, a figura 26
demonstra o0 quanto cada composto se movimentou no sitio ativo de ligacdo do complexo

topoisomerase/DNA.
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Figura 26 — RMSD dos ligantes em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Com relacdo ao desvio dos ligantes, estes apresentaram-se vinculados ao seu local de
ligagéo, que se mantiveram estabilizados por 10 ns. Pode-se observar que o ligante GLDL 07
apresentou menores movimentaces no sistema, enquanto para o GLDL 06 e amsacrina 0s
desvios foi 1 A maior (Figura 26). Esse detalhe pode ocorrer devido & alta estabilidade das
ligacdes de hidrogénio e empilhamento n-r existentes entre a por¢ado acridinica, os residuos de
aminoacidos da topoisomerase e DNA.

Além da avaliacdo dos desvios estruturais dos receptores e ligantes, também é possivel
avaliar a quantidade de ligacdes de hidrogénio que cada composto realiza com a topoisomerase

e com o DNA, medida por nanosegundos (ns) (Figura 27).
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Figura 27 — Ligac0Oes de hidrogénio observadas durante 10 ns da simulagéo para os complexos
estudados. A) LigacOes de hidrogénio entre a topoisomerase e os ligantes em diferentes

sistemas. B) Ligacdes de hidrogénio entre 0 DNA e os ligantes em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Ao avaliar a presenca de ligagdes de hidrogénio entre os sistemas observa-se que o
ligante GLDL 06 apresenta cerca de 2 ligacGes de hidrogénio estabilizadas com a
topoisomerase, permanecendo ancorado durante os 10 ns (Figura 27A). No entanto, ndo se
observam ligagBes de hidrogénio estiveis do GLDL 06 com o DNA (Figura 27B).

Por outro lado, o GLDL 07 apresenta na maior parte do tempo 1 ligagdo de hidrogénio
com a topoisomerase, e até 2 ligagdes quando préximo aos 6 ns (Figura 27A). Para 0 DNA, o
GLDL 07 apresenta uma maior interacdo, que se estabilizam em 2 liga¢cdes de hidrogénio. A
depender a conformagdo o GLDL 07 pode realizar até 4 ligagdes de hidrogénio (Figura 27B).

Esses ensaios por DM mostraram que esses compostos se orientam de forma semelhante
aos inibidores amsacrina e etoposideo, mimetizando interages importantes para a atividade. A
sequir, é possivel observar através de figuras alguns comportamentos dos compostos no sitio

ativo de ligacdo (Figura 28).
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Figura 28 — Comportamento dos compostos no sitio ativo (PDB ID 5GWK) ap6s 10 ns de
simulagdo. A) Sistema GLDL 06. B) Sistema GLDL 07. C) Sistema amsacrina. D) Sistema

etoposideo

A) GLDL 06

B) GLDL 07

C) AMSACRINA

(continua)
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Figura 28 — Comportamento dos compostos no sitio ativo (PDB ID 5GWK) ap6s 10 ns de
simulagdo. A) Sistema GLDL 06. B) Sistema GLDL 07. C) Sistema amsacrina. D) Sistema
etoposideo

(concluséo)

D) ETOPOSIDEO

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: As conformagdes, por nanossegundos, dos ligantes estd mostrado na esquerda.

Na direita a figura representa o sitio ativo do complexo topo/DNA com o ligante acoplado na dltima

conformacéo da simulagdo: na coloragéo cinza é o sitio ativo e em rosa destaca-se o ligante.

A partir da figura 28, observa-se que a porcdo acridinica permanece realizando
interagdes de empilhamento m-m com os pares de base do DNA, caracteristica crucial a
intercalacdo no sitio ativo. Essas interacdes apresentam importancia na estabilizacdo da
estrutura 3D macromolecular. Esta estabilidade tem sido impulsionada por uma combinacéo de
interacOes intramoleculares e intermoleculares. Além disso, a presenca dos pares de base
nitrogenadas do DNA maximizam as interacBes hidrofébicas (MORRIS-ANDREWS;
ROTTLER; PLOTKIN, 2010).

Destaca-se, também, que o composto GLDL 07 apresenta mais liga¢6es de hidrogénio
que o composto GLDL 06 no complexo topoisomerase/DNA. Este fato se evidencia pela
presenca da hidroxila na porgdo 4-hidro-benzilideno, posicionada na porgdo flexivel da
estrutura do GLDL 07, que auxilia na formacdo de mais ligagbes de hidrogénio com a
topoisomerase, enquanto o grupo acridina € responséavel por manter as ligagdes do tipo m-m com
0 DNA. Sabe-se que as ligacGes de hidrogénio séo as intera¢des intermolecular mais fortes dada
sua importancia na diferenca de eletronegatividade entre os elementos organicos (ALKORTA,
1998). As ligacdes do tipo m-m, por outro lado, pode ocorrer entre os anéis aromaticos e
desempenhar um papel importante na estabilizacdo do ligante (MCGAUGHEY; GAGNE;
RAPPE, 1998).
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Os estudos de Gomes e colaboradores (2022) retratam que 0os compostos inibidores de
Topo Ila, apresentam propriedades estruturais de médio e grande porte, além da planicidade
dos anéis aromaticos, que ¢ atenuada devido aos anéis flexiveis, mas também podem apresentar
elementos que restringem a conformacao.

Dessa forma, nossos resultados corroboram com os obtidos previamente em literatura.
Karatas et al. (2021) identificou que grupos benzoxazol e piridinas interagem de forma similar
como inibidores da topoisomerase Ilo. humana. Estes grupos sao formados por grupos fechados
de heterociclicos que se pareiam nos pares de base do DNA, além de fornecerem ligacdes de
hidrogénio pela presenca de grupos oxigenados e nitrogenados.

Portanto, observa-se que os compostos GLDL 06 e GLDL 07 podem se tornar
compostos hits para avaliacdo da atividade inibitdria in vitro e confirmacgdo dos resultados
obtidos computacionalmente. Levando em consideracdo esses resultados promissores dos
derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos e ciente da importancia da albumina sérica na
farmacocinética de farmacos antitumorais foi o que impulsionou continuar esses estudos

computacionais na albumina.

5.3.3 Dinamica molecular na albumina sérica bovina

A seqguir, é possivel observar os desvios de movimento da BSA ao sofrer interferéncias

da &gua, pressao, temperatura, ions e principalmente, de cada ligante distinto.
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Figura 29 — RMSD da simulagdo de dindmica molecular para a BSA em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Atraveés da dindmica molecular realizada na albumina bovina (PDB ID 6QS9), observa-
se que os sistemas que continham os ligantes GLDL 06, GLDL 07 e etoposideo foram mais
estaveis, ou seja, a albumina bovina apresentou menor deslocamento, em que, 0 sistema
conseguiu se estabilizar em aproximadamente 2 ns atingindo até no maximo 7,5 A. Quando
observamos 0 RMSD do sistema da albumina bovina contendo o ligante amsacrina vemos que
s6 conseguiu se estabilizar em aproximadamente 7,5 ns e apresentou um desvio de 15 A.

Portanto, a amsacrina tornou a albumina bovina mais instavel diferente do que ocorreu
com a albumina ao se ligar com etoposideo, GLDL 06 e GLDL 07. Ao visualizar a figura 33,
que demonstra o posicionamento dos compostos no sitio ativo, observamos que o anel
acridinico da amsacrina se comporta de maneira distinta do GLDL 06 e GLDL 07, o que
possivelmente essa conformagéo pode estar gerando uma instabilidade na albumina bovina.

A seguir, observa-se 0 RMSF dos residuos da BSA nos diferentes sistemas:
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Figura 30 — RMSF da simulagdo de dindmica molecular para a BSA em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Neste estudo, observa-se que o perfil das flutuacdes dos residuos de aminoacidos para
a albumina bovina foi bem similar entre os 4 sistemas estudados. Em que, foi reproduzido o
resultado do RMSD (Figura 29), logo, o sistema que apresentou mais flutuagdes foi o com o
ligante amsacrina apresentando o RMSF até pouco mais de 10 A. Em contrapartida, 0 RMSF
para 0s outros sistemas ndo atingiu 6 A. Portanto, o alto valor de RMSF indica mais
flexibilidade com menor estabilidade, enquanto o baixo valor de RMSF indica rigidez da
proteina com maior estabilidade (ANITHA et al., 2022).

Desse modo, observamos gue o0 posicionamento da amsacrina no sitio ativo (Figura 33),
possivelmente pode estar gerando maiores flutuac6es dos residuos de aminoacidos da albumina
bovina.

Na figura a seguir, é possivel observar os desvios de movimento de cada ligante imerso
nos sistemas contendo BSA, agua, pressao, temperatura e ions. Em outras palavras, a figura 31

demonstra o quanto cada composto se movimentou no sitio ativo de ligagéo.
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Figura 31 — RMSD dos ligantes em diferentes sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Com relacao ao desvio dos ligantes, estes apresentaram-se vinculados ao seu local de
ligacdo, que se manteve estabilizado por 10 ns. Pode-se observar também que os ligantes GLDL
07 e o etoposideo apresentaram menores movimentacGes nos sistemas, ou seja, foram
compostos mais estaveis atingindo no maximo o RMSD de 1.5 A. Por outro lado, para o0 GLDL
06 e amsacrina os desvios foram maiores, entretanto, o desvio ndo foi superior a 2.75 A.

Concluimos entdo para essa analise que 0s compostos que apresentam grupamentos
hidroxilas (-OH) sdo mais estaveis apresentando assim, um menor valor de RMSD. Esse
resultado concorda com os descritos em literatura.

Os flavonoides, catequina e epicatequina, apresentam grupamentos hidroxilas (-OH) em
sua estrutura quimica que podem aumentar a afinidade de ligagdo com os residuos polares da
BSA devido justamente a formacéo de pontes de hidrogénio. Logo, a estabilidade estrutural dos
complexos biomoleculares € sustentada pela formacéao de ligagdes de hidrogénio (ANITHA et
al., 2022).

A carga negativa desta proteina sera alterada para neutra ou positiva em pH mais baixo,
proporcionando o desligamento do complexo proteina-farmaco através da forca repulsiva entre
elas no tecido tumoral. Portanto, a propriedade sensivel ao pH dessa proteina a torna uma
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candidata valiosa para o sistema de entrega de drogas com o menor nimero de efeitos colaterais
para superar os problemas de quimioterapia e MDR (MOLLAZADEH et al., 2022).
A figura 32 exibe a quantidade de ligacdes de hidrogénio por nanosegundos (ns) que 0s

compostos realizam com a albumina.

Figura 32 — Ligagdes de hidrogénio existentes entre os ligantes e a BSA em diferentes

sistemas
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

porém, durante os 10 ns apresentou uma predominancia de 3 liga¢6es de hidrogénio. O sistema
BSA-GLDL 07 apresentou 5-6 ligacdes de hidrogénio nos dois primeiros nanosegundos,
contudo, durante os 10 ns analisados, ocorreu a predominancia de 3 liga¢fes de hidrogénio.

A amsacrina, em dois momentos realizou até 5 ligacdes de hidrogénio, porém, a maior
quantidade de ligacGes de hidrogénio realizadas foi de até no maximo 3 ligagdes de hidrogénio
durante aproximadamente 8,5 ns. Depois de 8,5 ns, a amsacrina soO realizou 1-2 ligacGes de

hidrogénio.
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Por fim, nos cinco primeiros nanosegundos, o etoposideo apresentou até 7 ligacbes de
hidrogénio. Entretanto, entre o intervalo de tempo de 5-8,8 ns ocorreram até 6 ligacdes de
hidrogénio. Ao analisar o grafico, nos 10 ns de anélise, o etoposideo apresentou 2-3 ligacOes de
hidrogénio com grande frequéncia. Podemos concluir que o etoposideo foi 0 composto que mais
realizou interacdes de hidrogénio com o alvo.

Esses resultados concordam com os dados obtidos de RMSD dos ligantes (Figura 31),
em que, 0s compostos que demonstraram maior estabilidade (etoposideo e GLDL 07) sdo os
que apresentam grupamentos hidroxilas em sua estrutura molecular e, portanto, foram os
compostos que realizaram maior quantidade de ligacGes de hidrogénio durante os 10 ns.

A seguir é possivel observar o comportamento dos compostos no sitio ativo da albumina

bovina.

Figura 33 — Comportamento dos compostos no sitio ativo (PDB ID 6QS9). A) GLDL 06. B)
GLDL 07. C) amsacrina. D) etoposideo

A) GLDL 06 B) GLDL 07

x ITA

ITA

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Nota: A figura representa o sitio ativo da albumina bovina com o ligante acoplado em 5 ns da simulagdo: na

coloragdo cinza é o sitio ativo e em rosa destaca-se o ligante.
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Os compostos interagem no subdominio 1A da albumina, no qual observamos que a
porcao acridinica do GLDL 06 e do GLDL 07 se posicionam no sitio ativo de forma similar,
diferenciando a posicao na porcao flexivel da molécula, em que, o grupo substituinte do GLDL
06 é uma metila (-CH3) e do GLDL 07 é uma hidroxila (-OH).

A amsacrina porém apresenta a por¢do acridinica posicionada de forma totalmente
distinta do GLDL 06 e GLDL 07. E o etoposideo, que é um composto grande, realiza varias
ligacGes no sitio ativo, principalmente devido aos grupamentos hidroxilas.

A maior interacdo do etoposideo com a albumina visualizadas na figura 32 e o
comportamento desse composto exibida na figura 33 concordam com os dados da literatura, no
qual, MIGNOT et al. (1996) e CHEN et al. (2014) relataram que moléculas volumosas
demonstraram grande afinidade com o sitio Il da albumina sérica humana.

Silva e colaboradores (2018) por sua vez constataram através de estudos in vitro que

derivados de acridina avaliados podem se ligar preferencialmente ao sitio |1 da HSA.

5.4 Comparativo das analises de docking e dinamica molecular

Apesar de ser possivel a andlise comparativa dos resultados obtidos no docking
molecular e na dindmica molecular pode-se haver divergéncias. Em que, essas divergéncias
possivelmente sdo explicadas devido serem estudos computacionais e, consequentemente,
terem margem de erro. Além disso, sdo softwares que sdo construidos de formas diferentes, ou

seja, esses programas dispdem de algoritmos, célculos e interpretacGes distintos.
5.4.1 Docking e dindmica molecular no DNA
Na figura a seguir é possivel observar as ligacdes de hidrogénio encontradas nos estudos

de docking molecular e dindmica molecular para o derivado tiossemicarbazdnico-acridinico,
GLDL 06, com o DNA.
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Figura 34 — Ligacdes de hidrogénio realizadas pelo GLDL 06 no DNA (PDB ID 1G3X)

Docking molecular Dinamica molecular

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Como é possivel observar na figura acima, para o docking molecular com o DNA, o

GLDL 06 apresentou 2 ligacdes de hidrogénio, sendo uma com timina L: 619 e outra com

timina L: 620. Esse resultado foi reproduzido igualmente na dindmica molecular. Em que,

possivelmente essas bases nitrogenadas sdo importantes para a afinidade ligante-alvo.

Na figura a seguir é possivel observar as ligagdes de hidrogénio encontradas nos estudos

de docking molecular e dindmica molecular para o derivado tiossemicarbazdnico-acridinico,
GLDL 07, com o DNA.

Figura 35 — Ligacdes de hidrogénio realizadas pelo GLDL 07 no DNA (PDB ID 1G3X)

Docking molecular Dinamica molecular

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Como € possivel observar na figura 35, para o docking molecular com 0 DNA, o GLDL
07 apresentou 4 ligacGes de hidrogénio com timina L: 619, timina L: 620 e adenina K: 606. O
mesmo perfil de interacdo é observado na dindmica molecular, em que, o0 GLDL 07 também
realiza 4 ligacdes de hidrogénio com timina 619, timina 620 e adenina 606. A Unica excecao é
que na dinamica molecular é observada uma ligacao de hidrogénio com adenina 605.

Portanto, pode-se dizer que as interagdes realizadas pelo GLDL 06 e GLDL 07
demonstradas no docking molecular se reproduziram na dindmica molecular para este alvo do
DNA reforcando ainda mais a importancia desses estudos de docking molecular como triagem,
visto que, os estudos de dindmica molecular requerem um pouco mais de tempo para serem

realizados.
5.4.2 Docking e dinamica molecular no complexo Topo/DNA

A seguir, é possivel observar as ligagdes de hidrogénio encontradas nos estudos de
docking molecular e dinamica molecular para o derivado tiossemicarbazdnico-acridinico,

GLDL 06, com o complexo topoisomerase/DNA.

Figura 36 — Ligacgdes de hidrogénio realizadas pelo GLDL 06 na Topoisomerase/DNA (PDB

ID 5GWK)
Docking molecular Dinamica molecular
GLDL 06 GLDL 06
A 60 \/

‘ TN
) Met360

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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J& observando a figura 36 nota-se para o docking molecular com a topo/DNA, que 0
GLDL 06 apresentou 2 ligacdes de hidrogénio, sendo uma com o DNA (timina D: 9) e uma
com topoisomerase (glicina A: 760). Ja para a dindmica molecular, 0 GLDL06 também realiza
ligacdo com o DNA (timina 9), além disso, ainda interage com o DNA através de ligacGes com
guanina 13 e citosina 8. As ligacdes de hidrogénio visualizadas do GLDL 06 com a
topoisomerase foram com metionina 360 e glicina 86.

A seguir, é possivel observar as ligacGes de hidrogénio encontradas nos estudos de
docking molecular e dinamica molecular para o derivado tiossemicarbazonico-acridinico,

GLDL 07, com o complexo topoisomerase/DNA.

Figura 37 — Ligacdes de hidrogénio realizadas pelo GLDL 07 na Topoisomerase/DNA (PDB
ID 5GWK)

Docking molecular Dindmica molecular

GLDL 07 GLDL 07
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Como é possivel observar na figura 37, para o docking molecular com a topo/DNA, o
GLDL 07 apresentou 4 ligagdes de hidrogénio, sendo duas com o DNA (timina D: 9 e guanina
F: 13) e duas com topoisomerase (serina A: 763 e glutamato A: 506). Ja para a dindmica
molecular, 0 GLDL 07 também realiza ligagbes com o DNA (timina 9 e guanina 13), além
disso, ainda interage com o DNA através da ligacdo com adenina 12. As ligac¢Ges de hidrogénio
visualizadas do GLDL 07 com a topoisomerase foram com metionina 360, metionina 364,

glutamato 104 e alanina 103.
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Portanto, observamos que os tipos de interacbes que o GLDL 06 e o GLDL 07
realizaram com as bases nitrogenadas do DNA se coincidiram, como por exemplo no GLDL
06: ligacdo de hidrogénio com timina D: 9. E no GLDL 07, ligacGes de hidrogénio convencional
com timina 9 e guanina 13, todavia, as interacdes realizadas por esses compostos com a enzima
topoisomerase apresentaram ligagdes distintas com os residuos de aminoécidos, possivelmente
porque esses compostos deveriam estar em posigdes distintas no sitio ativo. Entretanto, essa
divergéncia ndo foi suficiente para interferir nos resultados finais dessa analise, visto que para
ambos os programas, o composto GLDL 07 foi mais promissor para a topoisomerase/DNA do
que o GLDL 06.

5.4.3 Docking e dinamica molecular na BSA
Na figura 38 a seguir, é possivel observar as liga¢des de hidrogénio encontradas nos
estudos de docking molecular e dindmica molecular para o derivado tiossemicarbazonico-

acridinico, GLDL 06, com a albumina bovina.

Figura 38 — Ligacg0es de hidrogénio realizadas pelo GLDL 06 na albumina bovina (PDB ID

6QS9)
Docking molecular Dinamica molecular
GLDL 06 GLDL 06
ARG
ARG B:194

B:217

ARG
B:256

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

No docking molecular foi possivel observar ligaces de hidrogénio com arginina B: 217,
arginina B:194 e arginina B:256. Na dinamica molecular para essa pose, sO é possivel observar
uma ligacdo de hidrogénio, entretanto, essa interacdo foi semelhante a encontrada no docking,

ou seja, 0 nitrogénio do nucleo acridinico realizando ligacéo de hidrogénio com arginina B:217.
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Portanto, possivelmente o residuo de arginina B:217 é um aminoacido importante para a

interacdo dessa molécula com o alvo.
A seguir, estdo descritas as ligacdes de hidrogénio encontradas nos estudos de docking

molecular e dindmica molecular para o derivado tiossemicarbazénico-acridinico, GLDL 07,

com a albumina bovina.

Figura 39 — Ligac0es de hidrogénio realizadas pelo GLDL 07 na albumina bovina (PDB ID

6QS9)
Docking molecular Dinamica molecular
GLDL 07 GLDL 07
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B:217
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Como é possivel observar na figura 39, para o docking molecular com a albumina
bovina, 0 GLDL 07 apresentou 3 ligacdes de hidrogénio com arginina B:217, arginina B:198 e
arginina B:256. Na dindmica molecular, o GLDL 07 também realiza 3 ligacGes de hidrogénio,
sendo 2 ligacBes semelhantes, sendo elas: ligacdo de hidrogénio do ndcleo acridinico com
arginina B:217 e ligacdo de hidrogénio da metoxila com arginina B:198. Diferindo apenas a
ligacdo do espagador com o aminoacido tirosina 149.

Desse modo, ao comparar 0s dados obtidos através do docking molecular e os dados
obtidos atraves da dindmica molecular para 0 GLDL 06 e GLDL 07 observamos o perfil de
interacOes bastante similar. Em que, para o GLDL 06, a ligacdo de hidrogénio convencional

com arginina B: 217 foi reproduzida na dindmica molecular. Da mesma forma que ocorreu para
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0 GLDL 07, em que, as ligac6es de hidrogénio com arginina B:198 e arginina B:217 foram
reproduzidas na dindmica, inclusive nas mesmas por¢oes da molécula.

No docking molecular, as ligacdes de hidrogénio realizadas pelos compostos GLDL 06
e GLDL 07, na porcdo tiossemicarbazida das moléculas apresentaram interacdes com
aminoacidos distintos na dindmica. Ou seja, 0 grupamento tiossemicarbazida do GLDL 06
realizou interagGes com arginina B:256 que ndo foram visualizadas nos estudos de dinamica. O
grupamento tiossemicarbazida do GLDL 07 também realizou interacdo com a arginina B:256,
entretanto, na dindmica molecular observou-se a interacdo com tirosina 149. Porém, como ja
foi descrito anteriormente, esses programas podem apresentar divergéncias devido a
apresentaram algoritmos e calculos distintos, entretanto, essas variagdes ndo foram suficientes
para alterarem os resultados finais dessa analise, visto que para ambos 0s programas, 0O
composto GLDL 07 foi mais promissor para a aloumina do que o GLDL 06.

Devido a estes estudos computacionais terem apontado resultados interessantes e
promissores dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos e para aprofundar nessas analises
é que foram realizados os estudos in vitro no sSDNA, toposisomerase/DNA e albumina bovina

como estardo descritos a seguir.

5.5 Andlise da interacédo in vitro ao sSSDNA

E descrito na literatura que sondas fluorescentes ligantes do DNA so (teis para decifrar
0 modo de interagdo entre um farmaco ou candidato a farmaco e essa biomolécula (SARWAR
et al., 2017). Para o melhor entendimento dos possiveis mecanismos de acdo dos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos, foi realizada a analise de ligacdo do ssSDNA por absor¢éo
UV-vis dos compostos GLDL 06 e GLDL 07 e dos compostos de referéncia amsacrina e
etoposideo.

Para estudar as interacdes dos compostos com ssDNA, foram feitas titulacbes
espectrofotométricas em tampédo aquoso (Tris-HCI, pH 7,6). A titulacdo com espectroscopia é
um meétodo eficaz para examinar os modos de ligagdo de complexos com DNA, pois as
mudangas observadas na formacédo de espectros podem dar evidéncias do modo de interacéo
que ocorreu (SALEM et al., 2016).

Os dados espectroscopicos de absorcdo UV-vis gerados a partir da analise das referidas

sondas com o ssSDNA estdo mostrados na Tabela 10, a seguir.
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Tabela 10 — Dados espectroscopicos de absorbancia dos GLDLS na presenca e auséncia do

sSDNA a 298K
Compostos Amax Amax Ad Hipercro Kb R2P
livre ligado (nm) mismo? (M)
(nm) (nm) (%)
GLDL 06 318 316 02 50% 6.84 x 10  0.9905
GLDL 07 319 318 01 33% 1.08x10°  0.9929

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: a Hipercromismo resultante da interacdo das sondas fluorescentes fixadas em 1mM de GLDL 06 e GLDL

07 com o ssDNA em variadas concentragdes (10-100 uM).

b Coeficiente de correlagéo.

Existem dois tipos de deslocamentos que podem ser identificados na interagéo ligante-
DNA. O primeiro é o deslocamento batocrdomico (deslocamento vermelho) que consiste no
aumento do comprimento de onda de maxima absor¢do. O segundo deslocamento é o
hipsocrémico (deslocamento azul) referente a diminuicdo do comprimento de onda de méxima
absorcdo. Além disso, os efeitos hipercromico ou hipocrdmico, responsaveis pelo aumento e
diminuicdo da absorbancia da banda, respectivamente, também podem ser observados (LI1U et.
al, 2002).

Conforme mostrado na tabela 10 acima, os comprimentos de onda relacionados aos
picos maximos de absorcdo observados para 0 GLDL 06 e GLDL 07 livres foram de 318 nm e
319 nm, respectivamente. Ap0s 0 processo de interacdo, nota-se que 0s picos maximos do
GLDL 06 e GLDL 07 sofreram deslocamento atingindo 316 nm e 318 nm, respectivamente.

Logo, o pico maximo absortivo do GLDL 06 foi deslocado para a regido espectral azul
(hipsocromismo) (02 nm), bem como, o pico maximo absortivo do GLDL 07 também
apresentou um desvio para a regido espectral azul (hipsocromismo) (01 nm). Pois, ambos
apresentaram diminuicdo no comprimento de onda méaxima de ligacao.

Também € possivel observar que as sondas intercalativas usadas no referido ensaio nao
apresentaram hipocromismo (diminui¢do do pico maximo). Contudo, as sondas mostraram um
hipercromismo (aumento do pico méaximo) de 50% para o GLDL 06 e 33% para o0 GLDL 07.
Esse hipercromismo pode ter ocorrido devido a varias interagdes ndo covalentes, que
aumentaram a intensidade de absorcdo apds a adicdo de quantidades crescentes de sSDNA
(ALVES et al., 2021).

No que diz respeito a constante de afinidade (Kb) averiguada, as sondas intercalantes
GLDL 06 e GLDL 07 obtiveram valores na magnitude de 6.84 x 10* e 1.08 x 10°, nessa ordem,
tipico para compostos intercaladores (10*-106) (SALEM et al., 2016).
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Portanto, os compostos GLDL 06 e GLDL 07 s&o sondas fluorescentes portadores de
cromoforos aromaéticos planares, o que confere a estes compostos um mecanismo intercalativo
de interacdo, pois podem se inserir entre pares de bases em uma hélice de DNA (SANI et al.,
2018). Desse modo, o espectro de absor¢do do composto GLDL 06 na presenca e na auséncia

de ssDNA esta representado na figura a seguir:

Figura 40 — Espectro de absorcdo do GLDL 06 (1mM) em concentracdes crescentes de DNA

DLO06 + ssDNA

0,40 - «— Desl. hipsocromico
1 Efeito hipercromico

Absorbancia

— ) UM
w— 10 M
- 20 pM
40 pM
— 60 M
— 80 M
100 uM

300 310 320 330 340 350

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através do espectro de absorcdo acima observa-se que mantendo a concentracao do
GLDL 06 fixada em 1mM e adicionando concentracdes crescentes do DNA, verificou-se que
as bandas de absorcdo aumentaram a medida que aumentou a concentracdo do DNA. Todavia,
a absorbancia apresentada na concentracdo de 20 uM e 40 uM, bem como, 60 uM e 80 uM
foram bem semelhantes. E que a banda gerada para o composto GLDL 06 isolado apresentou
uma absorbancia bem discrepante das absorbancias geradas pelo complexo composto-DNA
confirmando assim a interagdo desse composto com o alvo.

O espectro de absor¢do do compostos GLDL 07 analisado na presenga e na auséncia de

sSDNA esta representado na figura 41 a seguir.
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Figura 41— Espectro de absor¢do do GLDL 07 (1mM) em concentracgdes crescentes de DNA

DLO7 + ssDNA
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Por meio do espectro de absorcdo acima observa-se que mantendo a concentracdo do
GLDL 07 fixada em 1mM e adicionando concentragdes crescentes do DNA, constatou-se que
as bandas de absorcdo aumentaram a medida que aumentou a concentracdo do DNA. Todavia,
a absorbancia apresentada na concentragéo de 20 uM e 40 uM, bem como, 60 uM e 80 uM
foram bem semelhantes.

Entretanto, ao comparar com espectro de absorcdo do GLDL 06 (Figura 40) observa-se
este composto necessitou de uma menor concentragdo de ssDNA (10 pM) para ocorrer uma
interacdo suficiente que modificou a absorbéncia de aproximadamente 0,15 para
aproximadamente 0,25. Diferentemente do que ocorreu no estudo realizado com o GLDL 07
(Figura 41), em que, ao adicionar 10 uM de ssDNA, a absorbancia praticamente permaneceu
similar a absorbancia do composto isolado concluindo que ocorreu uma fraca interacdo. E,
apenas quando utilizou 20 uM de ssDNA € que ocorreu um maior aumento na banda de
absorcéo (Figura 41).

Esses dados espectroscopicos obtidos da analise da interacdo in vitro dos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos com o sSDNA concordam com os resultados in silico
previamente realizados, em que, no docking molecular, o composto GLDL 06 (AG -11,79 Kcal
mol™/ Ki 2,29 nM) apresentou uma maior interacdo e afinidade com o DNA do que o GLDL

07 (AG -10,98 Kcal mol'Y/ Ki 8,98 nM). E na dindmica molecular, apesar do composto GLDL
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07 ter apresentado uma maior quantidade de ligagdes de hidrogénio, o composto GLDL 06 foi
mais estavel no sitio de ligag&o.

Com respaldo nos dados espectroscépicos de absorcdo acima discutidos e, com a
correlacdo existente com os estudos computacionais, € evidente que os resultados verificados
robustecem e consolidam a hipo6tese de que os derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos
descritos pelo estudo supracitado interagem com o ssDNA através do mecanismo de
intercalacao.

Essa intercalacdo ocorre devido a presenca do anel acridinico nos compostos
tiossemicarbazoénicos-acridinicos, e esse mecanismo encontrado nos estudos acima concordam
com dados da literatura. Nas analises computacionais de Gouveia e colaboradores (2018), a
amsacrina foi capaz de se intercalar entre os pares de bases do DNA realizando ligacbes de
hidrogénio. Logo, a presenca de multiplos anéis aromaticos nestes compostos permite

interagBes de empilhamento-pi com nucleotideos.

5.6 Analise da interacédo in vitro a BSA

A albumina do soro bovino (BSA), bem como, a humana (HSA), exibem uma cadeia
simples de aminoacidos e 0 microambiente da estrutura secundaria da cadeia proteica pode ser
modificado pela interacdo das proteinas com pequenos compostos e, nesse caso, geralmente,
ocorre a supressao da fluorescéncia intrinseca da biomolécula (MOREIRA et al., 2015).

Os dados espectroscopicos de absorcao UV-vis gerados a partir da analise das referidas

sondas com a BSA estdo mostrados na Tabela 11, a seguir.

Tabela 11 — Dados espectroscopicos de absorbancia dos GLDLs na presenca e auséncia da

BSA em 298K
Compostos Amax Amax A Hipercro Kb R20
livre ligado (nm) mismo? (M)
(nm) (nm) (%)
GLDL 06 278 268 10 40% 1.87x10°  0.9964
GLDL 07 278 269 09 50% 1.21x10°  0.9951

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Notas: a Hipercromismo resultante da interacdo das sondas fluorescentes fixadas em 1mM de GLDL 06 e GLDL

07 com a BSA em variadas concentragdes (10-100 pM).

b Coeficiente de correlacéo.
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Conforme mostrado na tabela 11 acima, os comprimentos de onda relacionados aos
picos maximos de absorcdo observados para 0 GLDL 06 e GLDL 07 livres foram de 278 nm
para ambos 0s compostos. ApOs 0 processo de interagcdo, nota-se que 0s picos maximos do
GLDL 06 e GLDL 07 sofreram deslocamento atingindo 268 nm e 269 nm, respectivamente.

Logo, o pico maximo absortivo do GLDL 06 foi deslocado para a regido espectral azul
(hipsocromismo) (10 nm). Bem como, o pico méximo absortivo do GLDL 07 também
apresentou um desvio para a regido espectral azul (hipsocromismo) (09 nm). Pois, ambos
apresentaram diminuicdo no comprimento de onda maxima de ligacdo. Essa diminuicdo do
comprimento de onda, por sua vez, pode ser atribuida a interacdo com a estrutura terciaria da
BSA que leva a alteracdo no ambiente hidrofébico do triptofano, causando supressdo de
fluorescéncia, ou seja, esses resultados indicam a formacéo de um complexo entre 0s compostos
e a biomolécula (FILHO et al., 2019).

Também é possivel observar que as sondas intercalativas usadas no referido ensaio ndo
apresentaram hipocromismo (diminui¢do do pico méaximo). Contudo, as sondas mostraram um
hipercromismo (aumento do pico maximo) de 40% para o GLDL 06 e 50% para o GLDL 07.

Para melhor avaliar a interacdo BSA-GLD L06 e BSA-GLDL 07, os dados de absorcao
foram usados para calcular a constante de ligagdo (Kp). Os valores de Ky foram 1.87 x 10° e
1.21 x 10° M, 0 que indica uma boa afinidade com a proteina BSA (FILHO et al., 2019).

O espectro de absor¢do do GLDL 06 na presenca de BSA esté representado na figura, a

sequir:

Figura 42— Espectro de fluorescéncia comparando a extingdo da fluorescéncia da BSA (10
puM) na presenga de concentragdes crescentes do GLDL 06

DLO06 + BSA
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Absorbancia

— ) M
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4um
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— 8 UM
0,0 e 10 pM
20 uM

260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Mantendo a concentragcdo da BSA fixada em 10 uM e adicionando concentragdes
crescentes do GLDL 06, verificou-se que as bandas de absor¢do aumentaram (hipercromismo)
a medida que aumentou a concentracdo do GLDL 06. Esses resultados indicaram a formacéo

de um complexo composto-BSA.
O espectro de absor¢do do GLDL 07 na presenca de BSA esté representado na figura, a

sequir:

Figura 43— Espectro de fluorescéncia comparando a extingdo da fluorescéncia da BSA (10

uM) na presenca de concentragdes crescentes do GLDL 07

DLO7 + BSA
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Mantendo a concentracdo da BSA fixada em 10 uM e adicionando concentra¢Ges
crescentes do GLDL 07, verificou-se que as bandas de absor¢do aumentaram (hipercromismo)
a medida que aumentou a concentracdo do GLDL 07. Esses resultados indicaram a formacao
de um complexo composto-BSA.

Atraves desses dados espectroscopicos é possivel verificar que a interacdo existente
entre os compostos (GLDL 06 e GLDL 07) com a albumina sdo bem proximas. Entretanto,
como ja discutido anteriormente, o composto GLDL 07 interagiu melhor com o alvo (aumento
do pico maximo em 50%) quando comparado com o GLDL 06 (aumento do pico maximo de

40%).
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Esses dados obtidos da analise da interacdo in vitro dos derivados tiossemicarbazdnicos-
acridinicos com a albumina concordam com os resultados in silico previamente realizados, em
que, no docking molecular, o composto GLDL 07 (AG -9,42 Kcal mol? / Ki 125,37 nM)
apresentou uma maior interacdo e afinidade com a albumina do que o GLDL 06 (AG -9,04 Kcal
mol™ / Ki 235,73 nM). A dindmica molecular também corrobora com esses resultados, em que,
0 composto GLDL 07 se apresentou melhor estabilizado e além disso, realizou maior numero
de ligacbes de hidrogénio com a albumina (5-6 ligagbes de hidrogénio ocorrendo a
predominancia de 3 ligacdes de hidrogénio) quando comparado com o GLDL 06 (4 ligacGes de
hidrogénio com predominancia de 3 ligagdes de hidrogénio). Portanto, a diferenca de energia
livre de ligacdo e constante de afinidade no docking, bem como, a quantidade de ligacfes de
hidrogénio na dinamica foi relativamente pequena, assim como nos estudos in vitro.

Esses dados obtidos concordam com andlises ja publicadas. Silva e colaboradores
(2018) constataram através de estudos in vitro que quando adicionadas quantidades crescentes
de derivados de acridina, observa-se uma diminui¢do gradual da intensidade de fluorescéncia
de HSA, indicando que estes compostos se ligam a proteina, suprimindo a fluorescéncia

intrinseca da proteina.

5.7 Ensaio de inibi¢ao da Topoisomerase Ila humana

As enzimas topoisomerases sdo essenciais para a proliferagdo celular, sobrevivéncia e
apoptose, pois estas conduzem uma quebra transitoria nas fitas de DNA, sendo essenciais para
a transcricdo e replicacéo.

O relaxamento do plasmideo PUC19 foi estudado com eletroforese em gel de agarose e
comparado com o controle positivo amsacrina (m-AMSA) para investigar o efeito na
Topoisomerase Ila humana (Figura 44). O objetivo do experimento foi determinar se os
derivados poderiam ou ndo afetar o desenovelamento do DNA super-enovelado. Também
foram realizados os testes de inibicdo da topoisomerase 11 com os compostos GLDL 06 e GLDL
07, afim de comparar o efeito dos grupamentos quimicos na inibi¢cdo desta enzima, como mostra
a tabela 12.
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Figura 44 — Ensaio de inibi¢ao da topoisomerase Ilo humana

Topo IIa
pUC19 No drug mAMSA DL-06 DL-07

Relaxed

Supercoiled

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Conforme demonstrado na figura 44, os compostos GLDL 06 (DL-06) e GLDL 07 (DL-
07) apresentaram atividade inibidora de Topoisomerase Ila quando comparados com o padrido
amsacrina (m-AMSA) com diferentes graus de inibicdo como podemos visualizar na tabela 12,

a sequir:

Tabela 12 — Densidade optica de inibi¢ao da Topoisomerase Ilo

Compostos Porcentagem de inibicdo enzimatica
AMSACRINA 100%
GLDL 06 (DL-06) 54%
GLDL 07 (DL-07) 92%

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através dessa andlise é possivel observar o controle positivo (amsacrina) apresentou
inibicdo enziméatica maxima de 100%. Quando se compara os derivados tiossemicarbazdnicos-
acridinicos (GLDLO06 e GLDL 07) conclui que o composto GLDL 07 exibiu uma melhor
inibicdo de topoisomerase (92%) do que o composto GLDL 06 (54%), o qual pode estar
relacionado com os diferentes substituintes na estrutura quimica da molécula, podendo alterar
suas propriedades fisico-quimicas e/ou farmacoldgicas.

Ao correlacionar esse ensaio de inibi¢do da Topoisomerase ITlo. humana com os estudos
computacionais de docking observamos que os resultados coincidem, pois, assim como nos
estudos in vitro, a amsacrina apresentou uma maior interacdo e afinidade com o alvo (AG -
10,71 Kcal molY/ Ki 14,22 nM), seguido do composto GLDL 07 (AG -10,34 Kcal molY/ Ki
26,4 nM), e por fim, o GLDL 06 que apresentou o AG -9,99 Kcal mol? e a Ki 47,91 nM.
Analisando a dindmica molecular concluimos também que o GLDL 07 apresentou resultados

mais promissores quando comparado com o GLDL 06.
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5.8 Estudos preditivos farmacocinéticos (ADMET)

Na busca de novos compostos contra o cancer a semelhanca com farmacos e
propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excregéo e toxicidade (ADME-Tox)

destas com os candidatos a futuros farmacos devem ser considerados.

5.8.1 Propriedades fisico-quimicas

Um dos pontos que corrobora com a possibilidade da administracdo oral dos compostos
testados € o cumprimento a regra de Lipinski e de Veber, avaliados com auxilio da ferramenta
SwissADME, que fornece informacgdes sobre um possivel perfil Drug Likeness desses
compostos, ou seja, 0 quéo "semelhante a uma droga" € uma substancia. (LIPINSKI et al., 2001;
VEBER et al., 2002).

Tabela 13 — Propriedades fisico-quimicas

REGRA DE LIPINSKI REGRA DE VEBER
Compostos Peso molecular | Aceptores de Doadores de NUm. de lig. TPSA
(g/mol) lig. de H lig. de H rotacionaveis (A?
SWISS pK- SWISS pK- SWISS pK- SWISS pK- SWISS pK-
ADME | csM | ADME | ¢csM | ADME | csM | ADME | CSM | ADME | CSM
GLDL 06 434,94 | 434,95 3 4 2 2 6 4 90,63 184,27
(*)
GLDL 07 436,91 | 436,92 4 5 3 3 6 4 110,86 | 182,70
(*)
AMSACRINA 393,46 | 393,46 4 5 2 2 5 5 79,47 162,77
(*)
ETOPOSIDEO 572,56 | 588,56 12 13 2 3 5 5 140,60 | 240,22
*) *) *) *) *) *)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
Nota:  (*) violacdo das regras de Lipinski e Veber.

Através da tabela acima observamos que s6 o etoposideo que viola a primeira regra de
Lipinski, em que, apresenta o peso molecular maior que 500 g/mol. Em relagdo a quantidade
de aceptores de ligacdo de hidrogénio, sé ocorre violacao da regra pelo etoposideo apresentando
valores maiores que dez. Observamos também gque nenhum composto violou a regra de Lipinski
no parametro de doador de ligagdo de hidrogénio. Em relagdo ao Log P descrito na tabela 14 a
sequir, é possivel observar que o GLDL 06 e amsacrina apresentaram Log P de 5,49 e 5,29,
respectivamente. E assim, violaram uma das regras de Lipinski, em que, o Log P deve ser menor
que 5.

J& em relagdo a regra de Veber é possivel analisar através dos dados obtidos do

SwissADME e pk-CSM que nenhum composto violou o parametro de nimero de ligacOes
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rotacionaveis. Em contrapartida, na anélise da area de superficie polar topolégica ocorreu
violagdo pelo etoposideo como vemos na tabela 13 emitida pelo SWISSADME. E através dos
dados gerados pelo pk-CSM observamos que todos os compostos violaram a regra de Veber,
em que, apresentaram uma area de superficie polar maior que 140 A2,

Portanto, levando em consideracdo os resultados obtidos através da plataforma
SwissADME podemos observar que o0 GLDL 07 n&o violou nenhuma das regras de Lipinski e
Veber. O GLDL 06 por sua vez violou uma regra de Lipinski (Log P), assim como a amsacrina,
que é um farmaco ja utilizado na clinica. Essa violacdo é aceitavel, visto que, 0s compostos
podem apresentar no maximo 1 violagdo a todos os parametros da regra de Lipinski. Além
disso, 0 GLDL 06 e a amsacrina ndo violaram as regras de Veber. Desse modo, conclui-se que
0 GLDL 06 e 0 GLDL 07 sdo compostos Drug Like.

5.8.2 Estudos preditivos de absor¢ao

A absorcdo de um farmaco depende de diversos fatores entre eles a solubilidade em
agua, a lipofilicidade e absorcdo intestinal, avaliados através das ferramentas SwissADME e
pK-CSM. Os resultados preditivos para os parametros de absor¢cdo dos compostos estudados

estdo descritos na tabela 14 e tabela 15.

Tabela 14 — Estudos preditivos farmacocinéticos de absorcéo pela plataforma SWISSADME

ABSORCAO
SWISSADME
Compostos Log S (ali) Log P (w LOGP) Absorcéo intestinal
humana
GLDL 06 -7,07 5,49 Alto
(pouco soluvel)
GLDL 07 -6,75 4,89 Alto
(pouco soluvel)
AMSACRINA -5,06 5,29 Alto
(moderadamente soluvel)
ETOPOSIDEO -4,14 2,04 Baixo

(moderadamente soldvel)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Tabela 15 — Estudos preditivos farmacocinéticos de absorcéo pela plataforma pK-CSM

ABSORCAO
pK-CSM
Compostos Solubilidade em agua Absorcao intestinal Permeabilidade da pele
(log mol/L) (humana) (log Kp)
(% absorvido)
GLDL 06 -4,498 92,557 -2,741
GLDL 07 -3,885 90,003 -2,735
AMSACRINA -4,772 93,366 -2,734
ETOPOSIDEO -3,852 83,142 -2,735

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Para projetos de descoberta visando a administracdo oral, a solubilidade é uma
propriedade importante que influencia diretamente a absorgdo e distribuigdo dos futuros
farmacos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Do mesmo modo que o Log P, a solubilidade aquosa de um medicamento é um fator
importante que afeta sua biodisponibilidade. Inimeros métodos computacionais foram
desenvolvidos para a previséo de solubilidade aquosa a partir da estrutura de um composto, e
trés sdo disponibilizados pelo SwissADME: ESOL, Ali e SILICOS-IT. Os resultados séo
expostos na tabela 14, de modo que a solubilidade € definida de acordo com o seguinte
pardmetro, por meio do resultado de Log S: insoltvel < -10 < pouco sollvel < -6 < solubilidade
moderada < -4 < soluvel < - 2 < muito solvel < 0 < altamente soluvel.

Ao analisar os parametros de Log S (ali) da tabela 14 emitidos pela plataforma
SwissADME observamos que etoposideo e amsacrina sdo classificados como compostos
moderadamente sollveis e os derivados tiossemicarbazonicos- acridinicos (GLDL 06 e GLDL
07) como pouco sollveis. Ou seja, quanto mais o Log S se aproxima do zero mais sollvel sera
0 composto.

Ja observando os parametros da tabela 15 emitidos pela plataforma pK-CSM é possivel
pontuar que 0s compostos que apresentaram maior solubilidade foram o etoposideo e 0 GLDL
07. Contudo, o composto que apresentou menor solubilidade foi a amsacrina.

A lipofilicidade foi avaliada usando o logaritmo do coeficiente de particdo n-
octanol/agua (LogPo/w) que estd intimamente relacionado aos processos de transporte,
incluindo a permeabilidade da membrana e distribuicdo para diferentes tecidos e 6rgéos.
Segundo Dominguez-Villa, Duréan-lturbide e Avila-Zarraga (2021) para uma boa
biodisponibilidade oral (boa permeabilidade e solubilidade) é preciso ter um logPo/w moderado
(0 <log P<3). Para nossos compostos, os valores previstos de logPo/w foram de 5,49 para o
GLDL 06 e 4,89 parao GLDL 07, em que 0 composto da serie que mais se aproximou do valor
ideal foi o GLDL 07. Contudo, podemos observar também por predicdo, que o GLDL 07
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apresentou uma melhor biodisponilidade oral, do que a amsacrina que é um farmaco ja utilizado
na clinica com atividade antitumoral.

Em relacdo ao dltimo parametro analisado através da plataforma SwissADME foi
observado que ambos 0s compostos da série GLDL apresentaram uma alta absorcéo intestinal,

assim como, a amsacrina. Todavia, 0 etoposideo demonstrou uma baixa absor¢éo intestinal.

5.8.3 Estudos preditivos de distribuicao

A distribuicdo dos medicamentos em diferentes compartimentos no corpo foi avaliada,
com auxilio da ferramenta pK-CSM, através da glicoproteina P (P-gp), da permeabilidade na
barreira hematoencefalica (LogBHE) e permeabilidade no sistema nervoso central LogPS,

conforme a tabela 16.

Tabela 16 — Estudos preditivos farmacocinéticos de distribui¢do pela plataforma pK-CSM
DISTRIBUICAO

pK-CSM
Compostos P-gp: substrato e Log BHE Log PS
inibicdo, respectivamente (log BHE) (log PS)
(Sim/Néo)

GLDL 06 Sim; sim -0,024 -1,593
GLDL 07 Sim; sim -1,118 -1,858
AMSACRINA Sim; sim -0,21 -2,058
ETOPOSIDEO Sim; ndo -1,858 -4,007

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A glicoproteina-P esta presente em diversos tecidos como figado, pancreas, rins, célon,
entre outros, e atua como uma bomba de secrecdo dos farmacos, sendo importante marcador
para distribuicdo de farmacos nestes tecidos. E essa distribuicdo estd relacionada com a
resisténcia a multiplas drogas. Portanto, € importante que farmacos antineoplasicos sejam
inibidores dessas glicoproteinas. Para que diminua os casos de reincidéncia do cancer e,
consequente um mau prognaostico.

Através da tabela 16 acima, observa-se que os compostos GLDL 06, GLDL 07 e a
amsacrina sdo substratos e inibidores da P-gp podendo ter resultados benéficos de distribuigédo
ou secrecdo em determinados tecidos, como também diminuicéo de reacdes adversas ou efeitos
em determinados 6rgdos por inibir esta proteina. Para determinar exatamente quais as futuras
consequéncias sdo necessarios estudos mais aprofundados em cada tecido alvo e tipos de P-gp

presentes. O etoposideo é apenas substrato da P-gp o que pode reduzir sua distribuicao.
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A barreira hematoencefalica (BHE) funciona como uma interface que limita e regula a
troca de substancias entre sangue e o sistema nervoso central (SNC), dessa forma, é uma
barreira importante na protecio do SNC. E formada principalmente por endotélio cerebral, que
pode prevenir a entrada de moléculas maiores (100%) e pequenas (98%) no SNC, mas também
permite a passagem de moléculas pequenas sollveis e através de transportadores especificos
(DURAN-ITURBIDE, DIAZ-EUFRACIO, MEDINA-FRANCO, 2020).

O GLDL 06 e a amsacrina apresentam moderada capacidade de permear a barreira
hematoencefalica por apresentarem valores de LogBB proximos de 0 ( -0,024 para GLDL 06 e
-0,21 para amsacrina) o que permite uma possivel acdo no sistema nervoso central. Por outro
lado, o composto GLDL 07 (LogBB -1,118) e principalmente, o etoposideo (LogBB -1,858)
sdo considerados mal distribuidos para o cérebro por apresentar LogBB <-1, sugerindo menor
efeito no sistema nervoso central. Atravessam prontamente a barreira hematoencefalica aqueles
compostos com LogBB >0,3.

A permeabilidade ao sistema nervoso central também pode ser avaliada através do
parametro LogPS que avalia a permeabilidade advinda da relacdo sangue-cérebro. Séo
considerados penetrantes no sistema nervoso central compostos com logPS >-2, enquanto
aqueles que apresentam LogPS <-3 sdo considerados incapazes de penetrar. Os dados de LogPS
dos compostos sugeriram que o etoposideo (LogPS -4,007) € incapaz de penetrar a BHE, como
visualizado na figura 45 pelo modelo de Boiled-egg. J& em relacdo aos compostos estudados
(GLDL 06 e GLDL 07) através dos resultados obtidos pela plataforma pK-CSM (tabela 16) é
possivel observar que o logPS do GLDL 06 foi de -1,593 e do GLDL 07 foi de -1,858, em que,
pode-se inferir que ambos 0s compostos sdo penetrantes no sistema nervoso central diferindo
do resultado encontrado pelo modelo de Boiled-egg via SwissADME. Do ponto de vista de
farmacos antitumorais para neoplasias de SNC esse dado seria positivo. Entretanto, do ponto
de vista de antineoplasicos para diversos outros tipos de cancer esse dado € negativo, pois, ao
penetrar o sistema nervoso central, o farmaco pode causar neurotoxicidade.

De acordo com Daina e Zoete (2016) modelo do boiled-egg (ovo cozido) avalia dois
comportamentos farmacocinéticos cruciais no processo de descobertas de farmacos sdo elas:
absorcdo gastrointestinal e o acesso ao cérebro. Dessa forma, pode-se predizer o
comportamento de estruturas quimicas de baixa massa molecular a partir do célculo da
lipofilicidade e de polaridade. Este modelo pode ser aplicado a uma variedade de configuragdes
durante a selecdo de compostos de uma quimioteca nas etapas iniciais do estudo pré-clinico.

Com relagdo ao comportamento dos compostos GLDL 06 e GLDL 07 observa-se uma

alta probabilidade de serem absorvidas pelo trato gastrointestinal, porém, ndo permeiam a
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barreira hematoencefélica (BHE), 0 mesmo ocorre para a amsacrina. Ja o etoposideo apresenta
uma baixa probabilidade de ser absorvido pelo trato gastrointestinal e principalmente de

atravessar a membrana hematoencefalica (Figura 45).

Figura 45 — Perfil de distribuicdo dos compostos GLDL 06 e GLDL 07 e controles positivos

(amsacrina e etoposideo) pelo modelo in silico (Boiled-egg) via SwissADME
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m- AMSACRINA o &M
. GLDLO6 o 0
GLDL 07
4
Q
ETOPOSIDEO
4
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Fonte: adaptado de SwissADME (2019).
Nota: BHE (barreira hematoencefalica);
AGI (absor¢do gastrointestinal);
gP (substrato de proteina G+ ou -.

Estes estudos sdo importantes, pois, a barreira hematoencefalica (BHE) é um dos
mecanismos de protegdo mais essenciais no sistema nervoso central (SNC), permitindo
seletivamente a passagem de pequenas moléculas lipossoluveis através da membrana endotelial
capilar e limitar a passagem de agentes patogénicos e toxinas. Apesar da BHE ser indispensavel
no mecanismo de defesa, também é um obstaculo durante o estado de doenca, uma vez que
limita o fornecimento de medicamento a area cerebral (UPADHYAY, 2014; ZHOU et al. 2018),

no caso por exemplo, de doengas como gliomas cerebrais.
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Atraveés da figura 45 também pode-se observar que os compostos GLDL 06 e GLDL 07
ndo sdo possiveis substratos da glicoproteina P (gp-P) ou proteina de resisténcia a maltiplas
drogas. Essa informacdo é relevante devido a atuacdo da gp-P como bomba de efluxo,
impedindo que a substancia atinja a concentracéo terapéutica no corpo humano, ou permeie a
barreira HE. Com relagdo ao mecanismo de reconhecimento do substrato/ndo substrato pela gp-
P ainda se permanece incerto, entretanto ha estudos que sugerem locais especificos na cavidade
de ligacdo principal importantes na ativacdo da enzima (AZEREDO; UCHOA; COSTA, 2009;
MUKHAMETOV; RAEVSKY, 2017; MONTANARI; ECKER, 2015).

5.8.4 Estudos preditivos de metabolismo

O figado é o principal érgdo de metabolismo dos farmacos, no entanto, todos os tecidos
do corpo sdo capazes de metaboliza-los em certo grau. Os locais particularmente ativos incluem
a pele, os pulmdes, o trato gastrintestinal e os rins. As reacdes de metabolismo dos farmacos
envolvem um sistema de enzimas microssémicas hepaticas P450, dentre estas, cinco (1A2, 2C9,
2C19, 2D6 e 3A4) que sao responsaveis por aproximadamente 95% do metabolismo oxidativo
dos farmacos (GOLAN et al., 2014).

Neste sentido, avaliamos o metabolismo dos compostos GLDL 06, GLDL 07, amsacrina
e etoposideo, tabelas 17 e 18, utilizando as ferramentas SwissADME e pK-CSM, através das
enzimas do citocromo p450, para auxiliar sobre possiveis risco de interacdes medicamentosas

destes compostos.

Tabela 17 - Estudos preditivos farmacocinéticos de metabolismo pela plataforma
SWISSADME
METABOLISMO

SWISSADME
Compostos CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
GLDL 06 Nao Sim Sim Nao Sim
GLDL 07 Sim Sim Sim Nao Sim
AMSACRINA Sim Sim Sim Sim Sim
ETOPOSIDEO Nao Nao N&o Sim N&o

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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Tabela 18 — Estudos preditivos farmacocinéticos de metabolismo pela plataforma pK-CSM
METABOLISMO

pK-CSM
Compostos Substrato  Substrato  Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor Inibidor
CYP2D6 CYP3A4 CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
GLDL 06 N&o Sim Sim Sim Sim Nao Sim
GLDL 07 Nao Nao Sim Sim Sim Nao Sim
AMSACRINA N&o Sim Sim Sim Sim Nao Sim
ETOPOSIDEO Nao Sim Nao N&o Nao Nao Sim

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A ferramenta SwissADME permite identificar se as estruturas sdo inibidoras do sistema
enzimatico citocromo P450 (CYPs) como observamos na tabela 17, a amsacrina € inibidora de
todas as CYPs descritas na tabela. O etoposideo sé inibe a CYP2D6, todavia ndo € inibidora de
CYP1A2,CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4. Ja observando a série GLDL € possivel concluir que
0 GLDLO07 s6 ndo ¢ inibidor da CYP2D6. Em contrapartida, o GLDL 06 inibe CYP2C19,
CYP2C9 e CYP3A4, poréem ndo é inibidora de CYP1A2 e CYP2D6.

Através da tabela 18 (pK-CSM) podemos observar que o composto GLDL 06, GLDL
07, amsacrina e etoposideo ndo inibem a enzima CYP2D6, porém todos esses compostos
inibem a enzima CYP3A4. O GLDL 06, GLDL 07 e amsacrina inibem as enzimas CYP1A2,
CYP2C19 e CYP2C9, entretanto, o etoposideo nao inibe nenhuma das trés enzimas. Nenhum
dos quatro compostos analisados sdo substrato para a enzima CYP2D6. Ja para a enzima
CYP3A4, apenas 0 GLDL 07 ndo é substrato desta enzima.

O perfil de interagcdo com as enzimas do citocromo p450, nos fornece dados preciosos
de possivel perfil para interagdes medicamentosas, mas nao invalida estes compostos como
potenciais farmacos, visto que temos no mercado atual diversas substancias com perfil de
interacGes medicamentosas através da inibicdo ou indugdo das CYPs.

O entendimento acerca de como os farmacos sdo metabolizados também é importante
na determinacdo do perfil farmacocinético e suas interferéncias na eficacia e seguranca dos
compostos em estudo. Dessa forma foi utilizado o servidor da web Xenosite para prever quais
sitios de metabolizagdo dos derivados sd@o modificados durante o metabolismo mediado pela
superfamilia de enzimas heme CYP. Esse modelo preditivo permite compreender mecanismos
farmacoldgicos ou identificar possiveis falhas de natureza farmacocinética (Figuras 46, 47 e
48).
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Figura 46 — Predic&o dos sitios de metabolizacdo do GLDLO06 via Xenosite
GLDL 06 1A2 2A6 2B6

Fonte: adaptado de Xenosite (2022).

Através do software Xenosite foram identificados os pontos mais reativos das moléculas
gue as tornam mais susceptiveis ao sistema enzimatico de metabolizacdo. Logo, cada enzima
do citocromo P450 exibe isoformas diferentes e consequentemente reatividades diferentes.

Através dessa premissa é possivel observar que o composto GLDL 06 apresenta duas
regibes de maior reatividade susceptiveis a metabolizacdo, sao elas: 11 e 24. Em que, 0 CH3
(11) pode sofrer oxidacdo (metabolismo de fase 1), do tipo O-desalquilacdo. J& o CH3 (24)
inicialmente pode sofrer oxidacdo e em seguida conjugacdo com 4&cido glicurénico,

aminoacidos e glicina (metabolismo de fase II).
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Figura 47 — Predic&o dos sitios de metabolizacdo do GLDLO07 via Xenosite
GLDL 07 1A2 2A6 2B6
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Fonte: adaptado de Xenosite (2022).

Para o composto GLDL 07 (B), a regido de maior reatividade é o 11. Em que, 0 CHs

(11) pode sofrer oxidacao, do tipo O-desalquilacéo.

Figura 48 — Predicdo dos sitios de metabolizagcdo da amsacrina via Xenosite
AMSACRINA 1A2 2A6

O
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Figura 48 — Predicéo dos sitios de metabolizagdo da amsacrina via Xenosite

(concluséo)
2E1 3A4 HLM

Fonte: adaptado de Xenosite (2022).

Ja para a amsacrina, a regido mais reativa da molécula € a 8. Em que, o CH3 (8) é
susceptivel a oxidacdo (metabolismo de fase 1), do tipo O-desalquilagdo. Por fim, o sistema
enzimatico de maior metaboliza¢do para os compostos GLDL 06 e GLDL 07 foi a isoforma
2C9. Ja para a amsacrina além da isoforma 2C9 ¢é interessante chamar atencdo também para a

isoforma 2E1.

5.8.5 Estudos preditivos de excrecdo

A excrecao ocorre principalmente como uma combinacéo da depuracdo hepética e renal,
esta relacionado a biodisponibilidade e é importante para determinar taxas de dosagem para
atingir concentracfes em estado estacionario. A excrecao foi prevista pela interagdo com o
substrato do transportador organico de Cations 2 renal (OTC2 renal) e pela depuracédo total,

conforme tabela 19, utilizando a ferramenta online pK-CSM.

Tabela 19 — Estudos preditivos farmacocinéticos de excrecdo pela plataforma pK-CSM

EXCRECAO
pK-CSM
Compostos Substrato OCT2 Renal Depuracéo total
(Sim/Néo) (log mL/min/Kg)
GLDL 06 Né&o 0,08
GLDL 07 N&o -0,093
AMSACRINA Néo 0,252
ETOPOSIDEO Né&o 0,015

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Através da tabela acima é possivel inferir que nenhum dos compostos foram substrato
para 0 OCT2 renal e a depuracédo total dos compostos variou de -0,093 a 0,252 ml/mim/Kg.
Este parametro se faz importante para estudos futuros de determinacéo de dose efetiva e dose

toxica dos compostos.
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5.8.6 Estudos preditivos de toxicidade

A determinacéo da toxicidade dos compostos promissores a farmacos € necessaria para
identificar seus efeitos prejudiciais em humanos, animais, plantas ou meio ambiente. Testes in
vivo sdo limitados pelo tempo e quantidade de animais, envolvendo questdes éticas importantes,
além de ser de alto custo. Os métodos in silico estdo cada vez mais sendo utilizados para auxiliar
na determinacdo e predicdo da toxicidade dos compostos, minimizando falhas e reduzindo
custos. Neste sentido comparamos a toxicidade dos compostos GLDL 06 e GLDL 07 com os

farmacos amsacrina e etoposideo, como descritos na tabela a seguir.

Tabela 20 — Estudos preditivos farmacocinéticos de toxicidade pela plataforma pK-CSM

TOXICIDADE
pK-CSM
Compostos Max. dose tolerada Hepatotoxicidade Sensibilizagdo da pele
(humano) (Sim/Né&o) (Sim/Né&o)
(log mg/kg/dia)

GLDL 06 0,699 Sim Néo

GLDL 07 0,801 Sim Néo
AMSACRINA 0,380 Sim Néo
ETOPOSIDEO -0,199 Nao Néo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A concentracdo terapéutica situa-se entre as concentrac6es geradoras de efeito minimo
eficaz (limite minimo) e efeito toxico (concentracdo maxima tolerada, limite maximo). A
relagdo entre as concentragdes terapéuticas e toxicas é chamada indice terapéutico (I.T.).
Quanto maior for o indice terapéutico (IT), mais seguro serd o xenobidtico € maior a “janela
terapéutica” do medicamento. Através da tabela 20 observamos que o composto GLDL 07 foi
0 que apresentou uma maior dose tolerada, seguido do GLDL 06 e depois da amsacrina, ou
seja, possivelmente o composto GLDL 07 é o menos tdxico para o corpo humano do que 0s
outros compostos analisados.

Os parametros gerados de toxicidade pela plataforma pK-CSM mostraram que o GLDL
06 e GLDL 07 apresentam potencial para causar hepatotoxicidade. No entanto, nédo invalida
estes compostos como promissores para futuros farmacos. Pois, a principal via de administragédo
dos farmacos antitumorais € a intravenosa, como é o0 caso da amsacrina e do etoposideo, logo,
ndo passa pelo mecanismo de primeira passagem no figado para em seguida atingir a circulagdo
sisttmica. Como esses farmacos sdo de administragdo intravenosa, o farmaco ja é administrado
na circulagdo sanguinea. Logo, apesar da amsacrina demonstrar toxicidade hepatica em estudos

in silico tém formulagdes aprovadas pelos 6rgdos competentes e comercializados atualmente.
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Assim, reforga-se a necessidade de anélises complementares como estudos in vivo e ainda com
diferentes formulagdes farmacéuticas que possam minimizar os dados de toxicidade destes
compostos. Além disso, apesar desses medicamentos ndo serem comercializados para que a via
de administracdo seja dérmica, os estudos in vitro mostrando que nenhum dos compostos
apresentaram sensibilizacdo na pele.

Ao analisar todos os parametros farmacocinéticos de absorcdo, distribuicdo,
metabolizacdo, excre¢do e toxicidade, conclui-se que os compostos GLDL 06 e GLDL 07
apresentam limitacdes farmacocinéticas, todavia, os farmacos antitumorais, como por exemplo:
amsacrina e etoposideo também exibem limitacdes farmacocinéticas. E, que o perfil dos
compostos tiossemicarbazonicos-acridinicos sdo bem parecidos com o da amsacrina, que como
ja falado anteriormente é um medicamento bem elucidado e utilizado para o tratamento de
neoplasias. Logo, essas moléculas sdo promissoras, pois, aléem de apresentarem resultados
significativos nos estudos computacionais e in vitro, elas apresentam uma maior dose tolerada

no organismo humano quando comparado com a amsacrina e o etoposideo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que comparando os derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos (GLDL 06
e GLDLO07), o composto GLDL 06 apresentou maior interacao nos estudos in vitro com o DNA
concordando com os resultados obtidos computacionalmente.

Jé& para o complexo topoisomerase/DNA, tanto nos estudos in silico, como nos testes in
vitro, 0 composto GLDL 07 foi mais promissor do que o GLDL 06. Observou-se também que
as porgdes acridinicas desses compostos acoplam no DNA através do mecanismo de
intercalacdo dos pares de base nitrogenadas realizando interacdes de empilhamento w-m.
Enquanto que a porcao 4-metil-benzilideno acoplada ao grupamento tiossemicarbazida (GLDL
06) e a porcao 4-hidro-benzilideno acoplada ao grupo tiossemicarbazida (GLDL 07), regides
de maior flexibilidade das moléculas ficam mais livres para interagirem com a enzima
topoisomerase Il.

Para os estudos in vitro na albumina bovina, o composto GLDL 07 apresentou maior
interacdo comparado com o GLDL 06. Esse resultado corroborou com os estudos in silico.
Porém, os dados obtidos do GLDL 07 revelaram valores aproximados do GLDL 06 em todas
as analises.

Ao analisar os resultados farmacocinéticos in silico concluiu-se que o GLDL 07 néo
violou nenhuma das regras de Lipinski e Veber. O GLDL 06 por sua vez violou uma regra de
Lipinski (Log P), assim como a amsacrina. Desse modo, conclui-se que o0 GLDL 06 e 0 GLDL
07 sdo compostos Drug Like. Além disso, esses compostos apresentam uma maior dose tolerada
nos organismos humanos do que a amsacrina e o etoposideo.

Por fim, o planejamento molecular para descoberta de novas entidades quimicas com
possiveis atividades antitumorais é de suma importancia para que se obtenha compostos mais
eficazes e com menores efeitos colaterais. Por tanto, através dos resultados apresentados
durante o trabalho pode-se concluir que os compostos GLDL 06 e GLDL 07 sdo compostos
promissores para o tratamento de neoplasias e, desse modo, faz-se necessario mais estudos e

aprimoramentos dessas moléculas.
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APENDICE A — Imagens 2D das interacdes do etoposideo no DNA (PDB ID 1G3X)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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APENDICE B - Imagens 3D das interacdes do etoposideo no DNA (PDB ID 1BNA)
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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APENDICE C - Estrutura cristalografica do DNA (PDB ID 1G3X) e residuos interagindo
com o ligante co-cristalizado
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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APENDICE D — RMSD observado para o desvio completo de cada sistema estudado
para DNA e ligantes
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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APENDICE E — RMSD observado para o desvio completo de cada sistema estudado para
topoisomerase, DNA e ligantes
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.
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ANEXO A - Predicéo dos sitios de metabolizacdo do Etoposideo via Xenosite

ETOPOSIDEO

Fonte: adaptado de Xenosite (2022).



