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RESUMO

O céncer € um termo que se refere ao conjunto de doengas causadas pelo crescimento celular
desordenado, sendo uma das principais causas de morte no mundo. Embora a quimioterapia
seja muito empregada para o tratamento do cancer o uso desse método ainda possui limitacGes
e induz o surgimento de efeitos adversos, surgindo nesse contexto a necessidade de
desenvolvimento de drogas mais eficazes.A descoberta de novos quimioterapicos
anticancerigenos capazes de interagir com o DNA e inibir enzimas topoisomerases é
destacada na pesquisa anticancer.Além disso a verificacdo do perfil farmacocinético de
compostos com acdo farmacologica é de grande importdncia para o planejamento e
desenvolvimento de farmacos. Os métodos computacionais de modelagem
molecularconstituem uma ferramenta muito importante para o planejamento e obtencdo de
novos medicamentos. O emprego de técnicas de docking molecular tém se mostrado eficiente
para prever a afinidade e orientagcdo de ligacdo de compostos candidatos & farmacos com seus
receptores biologicos. Logo esta pesquisa tem como objetivo avaliar teoricamente a interagdo
de 8 derivados tiazdis, com a albumina bovina, proteina com fun¢do de armazenamento e
transporte farmacos, 0 DNA e as duas isoformas do complexo DNA-topoisomerase e verificar
algumas propriedades que afetam as caracteristicas de absorcéao e distribuicdo dos compostos
em estudo. O estudo in silico foi feito utilizando as plataformas pkCMS e SwissADME e o
método de docking do algoritmo Lamarckiano. Como resultado de docking e analise das
interacdes intermoleculares observou-se que os complexos albumina-ligante formados se dao
principalmente por meio de interagdes hidrofébicas e todos os ligantes se ligam proximos ao
ambiente de triptofano. Observou-se também que os ligantes formaram complexos com o
DNA com energias inferiores a -9,00 kcal/mol, exceto o ligante 7d. Os dados da
investigacdode docking sugerem que os ligantes possuem potencial de intercalagédo para
formacdo de um complexo ternario com as duas isoformas da topoisomerase ( lla e ), sendo
0s compostos7d e 7hos que formaram complexos ternarios mais estaveis tanto com a Topo
Ila como com a topo 1B, e por meio da anélise das forcas intermoleculares foi observado que
eles interagem com os pares de bases do sitio de ligacdo.A estimativa das propriedades
farmacocinéticas in silico indicaram de forma geral que os ligantes possuem boas
caracteristicas de absorcéo distribuicdo, sendo os ligantes mais lipossollveis 0s que possuem
maior probabilidade de permeacdo no sistema nervoso. Todos os ligantes atenderam as regras
propostas por Veber e somente o derivado 7c atende as regras propostas por Lipinski. Por
apresentarem altos valores de lipofilicidade é indicado que os compostos possuam de
moderada a alta probabilidade de atravessar a BHE, e penetrar no SNC.A pesquisa mostrou
uma estimativa do perfil farmacocinético dos ligantes em estudo e indicou que os ligantes
podem ser sensiveis a ensaios de fluorescéncia com BSA. Além disso analisando o padréo de
ligagdo dos 8 derivados, foi observado que pelo fato de possuirem sistemas aromaticos
planares eles apresentam potencial para intercalar com o DNA e atuar como veneno
detopoisomerase II.

Palavras-chave: Docking molecular. Albumina. DNA. Topoisomerase Il. Ligantes tiazois.
Farmacocinética.
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1. INTRODUCAO

Por se tratar da segunda maior causa de mortalidade no mundo, o cancer é uma doenga
que requer o desenvolvimento de farmacos que sejam mais eficazes no tratamento desta
neoplasia maligna. Dentre os principais recursos terapéuticos para o tratamento do cancer
destaca-se o tratamento cirurgico, a quimioterapia e a radioterapia, em alguns casos é
necessario a associacdo de mais de um recurso para garantir melhor eficacia no tratamento e
reducdo dos efeitos colaterais j& que as células cancerigenas sdo semelhantes as células
saudaveis (INCA, 2018).

Moléculas com boa afinidade com acidos nucléicos tém sido alvo de pesquisa para o
desenvolvimento de farmacos antitumorais, e isso se deve ao fato de muitos agentes
citotoxicos interagirem com o DNA.(NUNES, 2015).Além disso, inibir a acdo de enzimas que
participam ativamente das func¢des bioldgicas das células, como atopoisomerase , € vista
como um fator chave na direcdo de varios eventos que resultam em mortecelular. Desta
maneira a descoberta de novos agentes quimioterdpicos anticancerigenos capazes de interagir
com o DNA e inibir enzimas topoisomerases € destacada na pesquisa anticancer (ALMEIDA,
et al., 2016). Porém para continuidade do processo de desenvolvimento de compostos com
acdo bioldgica é necessario que eles possuam bhoas caracteristicas farmacocinéticas, que
geralmente sdo avaliadas na etapa inicial do desenvolvimento de farmacos(NUNES, 2015).

Até a década de 1980 a principal metodologia de obtencdo de novos farmacos era
chamada de triagem cega. Essa metodologia tradicional consistia em testar de forma aleatéria
diversos compostos, em ensaios bioldgicos, sem nenhum conhecimento prévio sobre o
mecanismo de acgdo receptor-ligante, exigindo dessa forma uma maior demanda de tempo e
materiais, tornando o processo de obtengdo de compostos candidatos & medicamentos de
elevado custo. Este método também chamado de caixa preta tem sido substituido por métodos
computacionais de modelagem molecular (ROZ et al,. 2015). Dessa forma muitas abordagens
in silicoforam desenvolvidas para otimizar o estudo do percurso dos compostos no corpo e
sua interagdo com seus receptores.

Um dos grandes desafios para os métodos de docking esta relacionado ao fato de ndo
levar em consideracdo a flexibilidade molecular do receptor, devido & alta complexidade
envolvida nesse processo, 0 que requer mais custos computacionais. Uma forma de
otimizagdo comum utilizada nos métodos de docking €é utilizar grades de energia (GRID) que
fica centrado no sitio ativo do alvo molecular, esse método torna o resultado muito mais

preciso e diminui substancialmente o tempo de execucdo (MENG et al,. 2011).
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Logo, partindo do pressuposto que o cancer € um conjunto de doencgas responsaveis
pelo nimero elevado de mortalidade o objetivo desta pesquisa é avaliar teoricamente a
interacdo de 8 derivados tiazois com a albumina bovina, 0 DNA e a enzima Topoisomerase |1

humana que s&o alvos importantes para o desenvolvimento de fa&rmacos.
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1.1 OBJETIVO GERAL

= Realizar o estudo computacional de docking molecular de compostos com potencial
atividade antitumoral, e analisarsua interagdo com receptores biologicos e suas

propriedades farmacocinéticas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Realizar o docking molecular dos compostos em estudo para estimar sua afinidade
com o DNA;

= Auvaliar a interagdo dos ligantestiazdis contra a enzima topoisomerase Ilhumana nas
suas duas isoformas, lla e 113;

= Observar os modos de ligacdo dos ligantes com a albumina do soro bovino e quais
ligantes se ligam proximos ao residuo de aminoacido de Tpr-213;

= Analisar as principais interacdes intermoleculares para formacdo do complexo
proteina-ligante;

= Estudar propriedades fisico-quimicas que afetam as caracteristicas farmacocinéticas
dos compostos.

= Prever propriedades farmacocinéticas das moléculas relacionadas com as etapas de
absorcao e distribuigéo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

O céncer € um termo geral utilizado para designar um conjunto de doengas
caracterizadas pelo crescimento celular desordenado. Esta doenga surge devido a uma
modificacdo no DNA (INCA, 2018).0 processo de divisdo celular é regulado por diversos
fatores de crescimentos extracelulares, como as proteinas que levam a célula a dividir-se,
oresultado é um equilibrio entre o surgimento e a destruigdo das células, quando as proteinas
de regulacdo sofrem algum dano, esse equilibrio € interrompido, podendo acarretar no
surgimento de um clone celular (células cancerigenas) que se divide rapidamente e de forma
desregulada.Como consequéncia, estas células se agrupam e formam tumores que invadem 0s
orgaos e tecidos, causando danos severos no organismo (NELSON e COX, 2014). A figura 1

ilustra o desenvolvimento de células cancerigenas.

Figura 1: Desenvolvimento celular de tumores sélidos.

O que é cancer?

Agente
Orgao cancerigeno
Tecido _Tecido [lo%25e
infiltrado \\o% e
ALY,
Celula normal Celula cancerosa

Fonte: INCA, 2018.

Conforme apontado pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), 1,2 milhdo de novos
casos da doenga deve surgir no Brasil entre 2018 e 2019. Sé no ano de 2018, é estimado que
surgiram 582 mil novos casos, sendo 300 mil em homens e 282 mil em mulheres. Ainda
segundo o estudo, em cada 10 casos, trés estdo relacionados ao estilo de vida que as pessoas
levam. Hébitos como tabagismo, consumo de alcool, sedentarismo, obesidade e exposi¢do
excessiva ao sol aumentam as chances de incidéncia da doenca (INCA, 2018).
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Toda informac&o celular esta contida no DNA, e por meio dele que 0s cromossomos
passam toda informacdo necesséria para o funcionamento da célula. O processo de formagéo
do cancer é denominado carcinogénese. O surgimento ocorre quando 0s mecanismos de
regulacdo que regulam os processos de divisdo, localizacdo e mortalidade da célula comecam
a falhar (NELSON e COX, 2014). Os genes que auxiliam no crescimento celular sdo
denominados proto-oncogenes. Eles tém como funcdo codificar proteinas reguladoras de
crescimento, e quando sofrem mutagéo, transformam-se em oncogenes, genes mutantes de
proteinas que regulam o ciclo celular, eestdo relacionados com o surgimento de células
tumorais. A causa direta pode estar relacionada com hereditariedade, genes defeituosos
podem ser herdados dos pais, ou também a exposi¢do a compostos toxicos e radiacdo que
pode provocar mutagfes no DNA de uma célula saudavel danificando-a.A exposi¢do de uma
Unica célula em um tecido a compostos carcinogénicos pode provocar um dano no DNA
ocasionando irregularidades em uma de suas proteinas reguladoras, mas na maioria dos casos
existem ambas as contribuicOes, hereditarias e ambientais (NELSON e COX, 2014). Por se
tratar de um grave problema de salde publica diversas terapias para o cancer foram
desenvolvidas, que serdo apontadas a seguir.

2.2 TRATAMENTO DO CANCER

Entre os principais métodos de tratamento para o cancer destacam-se a intervencao
cirdrgica, a quimioterapia e a radioterapia. A quimioterapia € uma forma de tratamento na
qual utiliza-se medicamentos para o controle do cancer, 0os agentes quimioterapicos tém for
funcdo destruir ou impedir o desenvolvimento de células cancerigenas. E a radioterapia é um
tipo de tratamento no qual se utiliza radia¢Ges para destruir ou inibir o desenvolvimento das
células tumorais, em um local onde ainda ndo ocorreu metastase, mas de forma geral
melhores resultados sdo conseguidos quando ocorre associacdo de ambos 0s tratamentos
(INCA, 2018).

Das formas de tratamentos citadas a quimioterapia éa que possui maior destaque como
recurso terapéutico para o cancer, porém esse método ainda possui limitagdes e induz o
surgimento de efeitos adversos. Além disso, existem diferentes tipos de cancer que requerem
tratamentos especificos surgindo neste contexto abusca de novos agentes para terapia contra o
cancer (OLIVEIRA et al., 2017).
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O processo de desenvolvimentos de drogas anticancerigenas € um grande desafio
devido a grande complexidade envolvida no surgimento da doenca e também ao fato de as
celulas tumorais serem parecidas com as células normais. As principais informacdes que
regem a busca de medicamentos anticancer tém como ponto de partida o fato de que as
células tumorais se replicam mais rapidamente que as normais, e também por se tratar de uma
doenca genética diretamente ligada com o processo de divisdo celular, o DNA se torna um
alvo terapéutico de grande importancia.Logo compostos que possam interagir com o0 DNA e
com enzimas que catalisam o processo de replicacdo, como as topoisomerases, sdo alvos

importantes para drogas anticancer(OLIVEIRA et al., 2017).

2.3 DNA COMO ALVO TERAPEUTICO PARA O CANCER

Considerando que o DNA ¢ o local de acéo de enzimas essenciais para a proliferacéo
de células cancerigenas, como a topoisomerase, ligantes com boa afinidade com o DNA
podem apresentar melhor potencial de inibicdo enzimatica e consequentemente morte celular
(GOUVEIA, et al,. 2018). Diversas pesquisas mostraram evidéncias concretas que o DNA é
um alvo biolégico promissor para novos agentes quimioterapicos promoverem resultados
mais significativos e com menos efeitos adversos.Compostos que interagem com o DNA
podem induzir a morte celular por apoptose (ALMEIDA, etal,. 2016).

As moléculas interagem com o DNA habitualmente de trés formas, por meio de
ligagdes eletrostaticas, intercalacdo e ligacdo em sulco (figura 2) (LAFAYETTE, et al,. 2013;
ZHAO, et al,. 2013). InteracGes eletrostaticas sdo caracterizadas pela ligacdoexterna de
moléculas & dupla hélice de DNA carregada negativamente por meio de uma interagdo ndo
especifica. Na interacdo em sulco, os ligantes de direcionamento interagem com o DNA
nas bordas da base do sulco principal ou do sulco menor. A intercalagdo € outro modo de
ligacdo ao DNA que estd intimamente relacionado com a atividade antitumoral de muitos
agentes anticancerigenos (ZHAO, et al,. 2013).
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Figura 2: Modos de interacdo de compostos com 0 DNA.

=X X=F

Intercalacio Sulcos (proove) Eletrostatico

Fonte: SILVA, 2016.

A intercalagdo é um processo no qual um composto aromatico se insere entre 0s pares
de bases do DNA, resultando na formacao de um complexo ligante-DNA, onde o complexo é
estabilizado por forgas intermoleculares de diferentes tipos. A inser¢édo de um intercalador
provoca mudangas na estrutura molecular do DNA. Os angulos de torcdo das ligagOes
fosfodiéstersdo alterados causando uma separacéo entre os pares de bases no sitio de ligagéo.
Essa ideia sugere que as modificacbes provocadas pelos agentes intercaladores atuam
diretamente no processo de replicagédo celular inibindo o desenvolvimento de neoplasias
malignas e provocando morte celular (BARRA E NETO, 2015).

Os compostos que conseguem intercalar com os pares de bases do DNA possuem
algumas caracteristicas estruturais comuns como a presenca de fragmentos poliaromaticos
planos (LAFAYETTE, et al,. 2013) que permitem que esses compostos com estas
caracteristicas se insiram entre os pares de bases da hélice do DNA, como por exemplo,
compostos derivados de espiroacridina (GOUVEIA, et al,. 2018), derivados piridinicos
(ZHAO, et al,. 2017), e ligantes contendo fragmentos com anel indol como os ligantes
empregados neste estudo.
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2.4 INIBICAO DA ENZIMA TOPOISOMERASE

As topoisomerases sd0 enzimas importantes para a proliferagdo e sobrevivéncia
celular, pois estdo envolvidas durante o processo de replicacdo e empacotamento do DNA
tanto em células eucariontes como em células procariontes. Estas enzimas alteram a topologia
do DNA aliviando a tensdo associada ao superenrolamento de DNA. Elas catalisam a quebra
das ligacdes entre os nucleotideos em um processo reversivel, modificando o nimero de
ligacGes no DNA (GOUVEIA, et al.,2018).Para modificar esta propriedade as topoisomerases
realizam a clivagem da dupla fita da molécula de DNA por meio de uma reagdo de
transesterificacdo, um par de tirosinas presentes no sitio catalitico inicia reagdo atacando duas
ligagdes fosfodiéster escalonadas de 4 pares de bases em cadeias de DNA opostas, clivando-a
resultando na formagdo de duas ligagcbes covalentes fosfotirosil entre a enzima e o
DNApermitindo que ashélices duplas de DNA passem umas pelas outras.Esta passagem do
duplex no ponto de clivagem permite a resolugdo de emaranhados de DNA que surgem de
transacdes do DNA celular, incluindo os processos de replicacdo, transcricdo, segregacédo de
cromossomos e recombinacdo (CHEN, et al., 2018;NELSON e COX, 2014; POMMIER,
2009).

Estas enzimas sdo classificadas em dois tipos de acordo com seu mecanismo de acéo,
as topoisomerases |, induz a clivagem em uma fita do DNA e a topoisomerase Il (que pode
ser tanto alfa como beta)proporciona a clivagem na dupla fita do DNA, elas possuem a funcao
de relaxar o DNA supertorcido (NELSON e COX, 2014).

Sem as topoisomerases as células ndo podem se replicar e expressar seus genes e
morrem, logo o desenvolvimento de compostos inibidores da topoisomerase se tornaram
agentes farmacéuticos importantes no tratamento de tumores malignos. As topoisomerases do
tipo Il humanas sdo alvos de grande nimero de medicamentos anticancer, eficazes contra
varios tipos de tumores, que incluem a doxorrubicina, etoposideo e elipticina. A maior parte
desses  medicamentos  estabiliza o complexo covalente  topoisomerase-DNA
(clivado)(AREPALLI, et al.,2018) .

Compostos direcionados a Topo Il podem ser separados em duas classes. Os venenos
de topoisomerase, compostos que estabilizam o complexo DNA-topoisomerase, eles atuam
promovendo um aumento da atividade enzimaticamultiplicando o nimero de clivagens no
DNA formando uma maior quantidade de fragmentos prejudicando o metabolismo celular. E
os inibidores cataliticos, essa classe de compostos inibi a atividade catalitica da enzima sem
aumentar os nimeros de complexos covalentes da Topo Il (IBRAHIM, et al., 2018).
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Como geralmente nas células tumorais estas enzimas estdo presentes em um numero
muito elevado, os inibidores das topoisomerases causam muito mais dano aos tumores
malignos do que nos outros tecidos, com base nessa informagdo varios farmacos usados na
guimioterapia de neoplasias malignas séo inibidores das topoisomerases do tipo Il, permitindo
que estas enzimas promovam a clivagem da cadeia, mas inibindo a formacdo de novas
ligacGes nos pontos das quebra(MURUGAVEL, et al., 2018).

Um exemplo de agente intercalador é a amsacrina, um derivado de
anilinoacridinausado para tratar uma ampla variedade de canceres, incluindo leucemia e
linfomas, este farmaco foi um dos primeiros agentes de intercalacdo de DNA a ser
considerado como um inibidor da topoisomerase II.A atividade biol6gica desse composto é
atribuida ao seu nucleo triciclico plano, que consegue se inserir entre 0s pares de bases dos
DNA.

Figura 3: llustracdo do modo de intercalacdo da amsacrina contra o complexo DNA-topoisomerase.

Fonte: Discovery Studio 2017.

25 ALBUMINA DO SORO BOVINO

Outros receptores biologicos sdo utilizados para estabelecer o perfil de ligacdo de
compostos com proteinas, um dos receptores mais empregados para esta finalidade é a

alboumina do soro bovino devido a sua disponibilidade e facilidade de avaliar
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experimentalmente a formagdo do complexo albumina-ligante por meio de técnicas de
fluorescéncia.

A albumina do soro bovino ( do inglés bovineserumalbumin, BSA) é a proteina mais
abundante no plasma e possui uma estrutura semelhante a albumina de soro humana ( do
inglés humanserumalbumin, HSA), desta forma as albuminas séricas bovinas sdo muito
utilizadas em testes bioldgicos devido também a sua disponibilidade e menor custo em relagdo
a HSA. As albuminas sdo uma classe de proteina importante, pois auxilia no transporte e
distribuicdo de substancias enddgenas, ou exdgenas como farmacos. Antes de chegarem ao
seu local de acdo os farmacos se combinam com as albuminas (TENG et al,. 2011). A
afinidade de medicamentos com a albumina afeta sua farmacocinética.Embora seja desejavel
afinidade de farmacos com as proteinas do soro, uma alta afinidade reduz a concentragéo e
distribuicdo dos principios ativos dos medicamentos no organismo e facilitam sua eliminacéo
(LAMATTINA e GOLAN., 2009).

As estruturas das albuminas tém sido determinadas por técnicas de cristalografia
podendo desta forma identificar seus sitios de ligagdo com outras moléculas.

A albumina do soro bovino é composta por 582 aminoacidos, sendo 20 grupos de
tirosina e dois fragmentos de triptofano denominados Trp-134 e Trp-212, localizados nos
subdominios IB e IlA, respectivamente. Essas regides sdo classificadas em trés grandes
dominios estruturalmente similares, denominados de I, Il e Ill, e cada dominio contém dois
subdominios, classificados de A e B (SHU et al,. 2014). As regides responsaveis pelo
armazenamento de compostos nas albuminas estdo encontradas em dois bolsdes hidrofébicos
localizados nos subdominios 1A e I1IA, e sdo conhecidas como sitios | e Il de Sudlow (figura
4) (SILVA et al,. 2014; MOREIRA et al,. 2014; SHU et al,. 2014).
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Figura 4: Representacdo do arcabouco da albumina do soro bovino.
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Fonte:http://www.repositorio.ufal.br/bitstream/riufal/1744/1/Intera%C3%A7a0%20in%20vitr0%20entre%20co
mpostos%20organicos%20de%20Arsenio%20V%20e%20proteina%20carreadora. pdf

A interacdo entre a BSA com diversos ligantes tem sido estudada por métodos
computacionais. TENG et al (2011) conduziram o estudo sobre a interacdo entre a BSA e o
ligante 4-aminoantipirina revelando que a interacdo entre o receptor e o ligante se da
principalmente por forgas eletrostaticas. SHU e colaboradores (2014) utilizaram métodos de
docking para analisar a interacdo da BSA com o acido érucico, revelando que este ligante tem
afinidade de ligacdo do tipo hidrofébica com a proteina.

Muitos ligantes se ligam especificamente a albumina sérica, devido ao fato de
possuirem caracteristicas levemente &cidas, eletronegativas e possuirem fragmentos apolares
que podem se ligar nos bolsdes hidrofobicos presentes nos sitios de ligagdo da proteina como,
por exemplo, a warfarina e fenilbutazona, que interagem com o sitio | (subdominio 11A), e 0
acido flufendmico (FA) e ibuprofeno com o sitio Il (subdominio 111A) (TENG et al., 2011).

Conhecer o sitio de ligacdo de farmacos com as albumina € importante, pois nos
farmacos somente a fracdo livre do farmaco desempenha sua acdo farmacoldgica. A
warfarina, por exemplo, € um farmaco classe I, pois sua fracdo ligada as albuminas é de 99%,
a fracdo livre representa apenas 1%, desta forma se este medicamento for administrado junto
com outro farmaco que tenham afinidade pelos mesmo locais de ligacdo ele pode interagir
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com a warfarina e deslocéa-la aumentando sua fracao livre podendo ocasionar efeitos toxicos e

farmacoldgicos indesejados.

26 INTERACAO PROTEINA-LIGANTE

Estudos sobre a especificidade das enzimas levaram a Emil Fischer em 1984 propor a
ideia de que as enzimas eram estruturalmente complementares a seus substratos, assim se
encaixariam de forma especifica como uma chave em uma fechadura (NELSON e COX,
2014). Essa ideia de complementaridade foi aplicada tambeém para interacdes entre farmacos e
seus receptores. Porém o modelo chave-fechadura induz a pensar que as proteinas e 0s
ligantes sdo entidades rigidas, ndo levando em consideracio a flexibilidade molecular. E
sabido que tanto as proteinas como os ligantes podem adquirir diversas conformac6es durante
a interacdo. Uma das teorias que explica este fato é a teoria do encaixe induzido, essa teoria
considera que durante a interacdo, o receptor bioldgico pode reconhecer diversas
conformacdes do ligante dentro do sitio de liga¢do (VERLI e BARREIRO, 2005).

As proteinas sdo macromoléculas que exercem diversas fungdes bioldgicas, e realizam
suas funcdes biologicas por meio da interagdo com outras moléculas denominada ligantes
(farmacos, metais, moléculas do solvente) e também com outras macromoléculas tais como
lipidios, peptideos, acidos nucleicos e outras proteinas (LIU et al., 2016). Por isso o estudo da
interacdo entre proteina-ligante € de extrema importancia para o sucesso na descoberta e
planejamento de novos farmacos.

A interacdo entre uma proteina e um determinado ligante resulta na formagdo de um
complexo proteina-ligante, desde que o ligante possua grande afinidade e especificidade de
ligagdo com a proteina. A afinidade e especificidade entre o receptor e o ligante sdo dados
por interacdes intermoleculares dentre as quais estdo, forcas de Van der Waals,interag0es
hidrofébicas, m- m, interagBes idnicas ou eletrostéticas, ligagdes de hidrogénio e ligacdes
covalentes (GURYANOV, FIORUCCI, TENNIKOVA, 2016). As ligacdes de hidrogénio sao
interacbes muito importantes que ocorrem em sistemas bioldgicos e sdo responsaveis por
manter a estrutura das proteinas, e as ligacdes covalentes em sistemas biologicos sdo de
elevada energia, e raramente sdo desfeitas, os farmacos que interagem por meio de ligacGes
covalentes inativam o sitio receptor ou inibem completamente a acdo das enzimas
(BARREIRO e FRAGA, 2015).

Complexos onde o ligante possui alta afinidade com o sitio ativo do bioreceptor

apresentam as seguintes caracteristicas:alto nivel de complementaridade estérica entre o
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ligante e o sitio ativo; alta complementaridade de propriedades associadas as superficies de
contato entre proteina e o ligante; ligacdo com conformacgéo favoravel em termos de energia;
baixas interacdes repulsivas entre proteina e ligante (COUTINHO e MORGON, 2007).

Uma maneira de avaliar a interacdo de potenciais agentes farmacéuticos contra
proteinas ou outros tipos de receptores bioldgicos de forma rapida é por meio de métodos

computacionais, como o método de docking que sera abordado a seguir.

2.7 DOCKING MOLECULAR

O emprego de métodos computacionais para o reconhecimento a nivel molecular da
interacdo proteina-ligante € uma ferramenta importante para descoberta de novos farmacos,
pois permitem analisar moléculas capazes de se ligar a determinados sitios receptores
proporcionando diminuicdo de tempo e custo que estdo relacionados no processo de
desenvolvimento de novos medicamentos (COUTINHO e MORGON 2007).

Os métodos de docking molecular para investigar a afinidade de ligagdo de moléculas
com atividade biol6gica com seus receptores sdo compostos por dois componentes principais:
0 algoritmo de busca e a fungdo de avaliacdo, responséveis respectivamente por pesquisar
diferentes conformacdes e orientacdes dos ligantes dentro da proteina alvo; e responséavel por
estimar as afinidades de ligacdo das conformagdes geradas, classificando-as e identificando
0(s) modo(s) de ligacdo mais favoravel do ligante ao receptor, que é caracterizado pelo pela
formacdo do complexo com menor energia (COUTINHO e MORGON 2007).

Os métodos de docking identificam o comportamento a nivel atbmico de uma
molécula dentro do sitio ativo de uma proteina caracterizando a conformacao e orienta¢éo do
ligante no sitio ativo e estimando a afinidade de ligagdo. Conhecer a localizagdo do sitio de
ligacdo antes dos processos de encaixe aumenta significativamente a eficiéncia do
encaixe. Em muitos casos, o sitio de ligacdo € realmente conhecido antes de acoplar ligantes
nele (MENG et al,. 2011). O objetivo principal dos estudos de docking € obter diferentes
conformagBes do modo de ligacéo do ligante dentro sitio ativo do receptor, e na quantificacéo
da energia de ligacdo entre o complexo receptor-ligante (KITCHEM et al., 2004).

Devido ao avanco da biologia molecular e o desenvolvimento de métodos de
purificacdo de proteinas, cristalografia de raio-X e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, os métodos de docking tornaram-se uma ferramenta muito importante para
descoberta de novos medicamentos. Com o0 avango dessas técnicas foi possivel conhecer de
forma detalhada a estrutura de diversos receptores bioldgicos. Atualmente existem
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muitosbancos de dados de estruturas biolégicas, como o protein data bank (PDB), onde estéo
ilustradas estruturas 3D de proteinas e acidos nucléicos com acesso disponivel para o publico
(MENG et al,. 2011)

O processo de reconhecimento molecular é bastante complexo e durante esse processo
tanto o receptor quanto o ligante sofrem mudancas conformacionais que devem ser
consideradas pelos algoritmos de docking(COUTINHO e MORGON 2007). Geralmente
moléculas menores possuem varias conformacdes de baixa energia, dessa forma os algoritmos
utilizados em programas de docking tornaram-se mais elaborados levando em consideracéo a
flexibilidade do ligante, contribuindo assim com a qualidade e precisdo do método
(RODRIGUES et al,. 2012).

O programa Autodock4.2.6 foi empregado neste estudo devido ao fato de ser muito
utilizado e apresentar resultados satisfatorios quando se compara dados in silico com os dados
experimentais. Ele utiliza “caixas” (grid), geradas pelo programa AutoGrid 4.0, que tem a
funcdo de reduzir o custo computacional. Para a construgdo dessa grade de energia, €
realizado um pré-célculo da energia de interacdo entre os atomos do ligante e do receptor,
para posteriormente serem utilizados pelo programa AutoDock para a determinagdo da
energia total de interagdo entre a macromolécula e o ligante (COUTINHO e MORGON 2007,
KITCHEN et al.,2004).

A energia de ligacdo obtida ap6s o célculo pelo programa Autodock refere-se a
diferenca entre as energias do ligante e da proteina isolados, e a energia do complexo
proteina-ligante formado apds a realizacdo do docking. Para mensurar a energia livre de
ligacdo inicialmente é prevista a variagdo da energia intramolecular das moléculas isoladas,
em seguida é avaliada a variacdo de energia intermolecular resultante da formacgdo do
complexo proteina-ligante. O campo de forca inclui seis termos de interacdo entre pares de
atomos e uma estimativa da entropia conformacional perdida durante a ligacdo (ASconf) como
descrito na equacdo 1 (HUEY, et al., 2007).

5
alalkla IR = (2 — ? — ? — ?
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Onde L se refere aoligante, e P se refere aproteina. O primeiro termo entre parénteses
corresponde as energias intramoleculares para os estados complexado e isolado do ligante, e
0s termos do segundo parénteses sao as energias intramoleculares para os estados complexado
e isolado da proteina. A variacdo de energia em funcdo das interagdes intermoleculares entre
0s estados complexado e isolado esta descrita no terceiro parénteses.
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2.8 FARMACOCINETICA

A farmacocinética, que é o ramo da farmacologia que estuda o percurso do farmaco no
corpo, constitui um dos principais problemas no planejamento e desenvolvimento de novos
farmacos. A analise do perfil farmacocinético dos compostos € crucial para garantir a eficacia
do medicamento, pois define as propriedades de absorcédo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (ADME) (PIRES, BLUNDELL & ASCHER, 2015).

2.8.1 ABSORCAO E DISTRIBUICAO DE FARMACOS

Mesmo apresentando alto potencial terapéutico se o farmaco ndo chegar em seu alvo
em uma concentracdo suficiente para desenvolver seu efeito farmacolégico ele ira falhar.
Todos os compostos com agdo farmacoldgica devem satisfazer exigéncias minimas para ser
bem-sucedidos como, por exemplo, atravessar as barreiras bioldgicas. Todas as células
humanas sdo constituidas por uma membrana de dupla camada lipidica composta por
moléculas anfifilicas como os fosfolipidios e o colesterol. Moléculas pequenas e pouco
polares conseguem atravessar facilmente essa barreira, no entanto farmacos com alto peso
molecular e alta polaridade ndo consegue transpor a membrana (LAMATTINA e GOLAN.,
2009).

As propriedades fisico-quimicas dos farmacos estdo diretamente relacionadas com as
etapas de farmacocinéticas. A primeira etapa farmacocinética é a absorcdo. Esta € a etapa em
que o farmaco entra direta ou indiretamente no plasma, muitos fatores influenciam na etapa de
absor¢do, como a lipofilicidade e solubilidade aquosa, pois é necessario um equilibrio entre
estas propriedades ja que os farmacos devem ser sollveis para se dissolver nos fluidos
corporais, mas um farmaco muito hidrofilico ndo é bem absorvido devido a impossibilidade
de atravessar as membranas celulares. A solubilidade dos compostos é aumentada com a
presenca de grupos ionizaveis e € inversamente proporcional ao peso molecular e a
lipofilicidade (GONCALVES, et al.,2016). O peso molecular afeta diretamente a
farmacocinética, pois um composto com alto peso molecular € menos propenso a chegar no
local de acéo e ser absorvido pelo organismo (ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018), e
um composto altamente lipossoltvel apresenta uma absorcdo ou permeacdo baixa (NAIDU e
SUNEETHA, 2014).

Nos ultimos anos o emprego de células extraidas do adenocarcinoma do colon

humano, as células Caco-2 tém sido muito empregadas em ensaios biolégicos para medir a
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permeacdo e absorcdo de farmacos. Estas células sdo empregadas pela industria farmacéutica
na pesquisa de moléculas com potencial terapéutico, pois possibilitam prever sua absorcao in
vivo contribuindo para triagem de moléculas previamente aos estudos pré-clinicos (SOUZA,
FREITAS & STORPIRTIS, 2007).

A etapa de distribuicdo de farmacos é a etapa na qual o farmaco passa do sistema
vascular para o liquido extracelular onde se distribui para os érgaos e tecidos. Essa etapa
depende de muitos fatores, como a ligacdo as proteinas plasmaéticas, lipofilicidade,
permeabilidade capilar e o fluxo sanguineo. A ligacéo as proteinas plasmaticas indica a fragdo
livre, fracdo do farmaco que ird desempenhar a acdo farmacoldgica, e a fragdo ligada, fragdo
que forma o complexo com as proteinas séricas.A ligacdo de farmacos com as proteinas
plasméticas ndo é seletiva e eles podem competir com outros farmacos por locais de ligagdo
nas proteinas plasmaticas. Um farmaco pode deslocar outro farmaco da sua ligacdo na
proteina e isso é um fator importante nas intera¢cdes medicamentosas. O complexo farmaco-
proteina resultado da ligacdo do farmaco com as albuminas séricas impossibilita a passagem
do farmaco do espaco vascular para o seu alvo bioldgico ou para os tecidos circundantes
(figura 5) (LAMATTINA e GOLAN.,2009).

Figura 5: llustracdo da afinidade de fArmacos com a albumina.
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A) Farmacos com baixa afinidade com as albuminas sobre rapida difusdo, resultando numa alta concentracéo de
farmaco livre e consequentemente uma alta taxa de eliminacdo podendo ser eliminado precocemente. B) Por
outro lado um farmaco ligado fortemente as albuminas necessita de uma maior dose ingerida para aumentar sua
concentracdo plasmatica.

Fonte: LAMATTINA e GOLAN, 2009.
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Os farmacos lipossolUveis conseguem atravessar a estrutura capilar dos 06rgdos,
principalmente érgdos com estruturas capilares continuas e sem aberturas, como por exemplo,
0 cérebro. Para ser transportado ativamente para o cerebro o farmaco precisa permear a
estrutura capilar das células endoteliais do sistema nervoso central (SNC), logo para se
dissolver nas membranas das células endoteliais o farmaco precisa ser lipossolivel. O fluxo
de sangue no local de absor¢do também é um fator de influéncia, pois 6rgdos com maior fluxo
de sangue como, por exemplo, o intestino, sdo capazes de absorver melhor os farmacos
(WHALEN, FINKEL e PANAVELIL, 2016).

2.8.2 REGRA DE 5 DE LIPINSKI E REGRA DE VEBER

A regra de Lipinski € um método importante para avaliar a drug-likeness de forma
rapida e eficiente. Os pardmetros desta regra tornaram-se amplamente utilizadas e
suaaceitacdo pode ser atribuida a varios fatores: sdo pardmetros simples, rapidos e possuem
baixos custos para usar. As regras sao um padrdo de referéncia amplamente utilizado e sédo
baseadas em pesquisa, documentacdo e justificativa sélidas, além de funcionar de forma
eficaz permitindo avaliar as propriedades farmacocinéticas dos compostos. Os compostos que
obedecem a essas regras tem maior probabilidade de serem absorvidos pelo organismo apés a
ingestdo oral. As propriedades associadas as regras de Lipinski sdo determinadas a partir do
exame da estrutura e utilizando softwares que estdo disponiveis amplamente (KERNS, 2008).

A regra de Lipinski diz que um composto pode apresentar ma absor¢do ou permeacéao
pelo organismo se tiver um peso molecular superior a 500 g mol™; sua lipofilicidade expressa
como cLogP maior que 5 (ou 0 MLogP acima de 4,15); N° de grupos aceptores de hidrogénio
maior que 10 (expressos como a soma de 4tomos de N e O); e nimero de grupos doadores de
hidrogénio maior que 5 (expressos como a soma de grupamentos OH e NH); estes parametros
ficou conhecido com regra dos cinco devido ao fato de os valores das propriedades serem
multiplos de cinco (LIPINSKI et al,. 2012).

Regras adicionais foram propostas por Veber e colaboradores. Eles procuraram
investigar quais propriedades estruturais aumentavam a biodisponibilidade oral em ratos. Eles
concluiram que a flexibilidade molecular, area de superficie polar (ASP) e o nimero de
ligagdes de hidrogénio sdo caracteristicas determinantes da biodisponibilidade oral. Esses
pardmetros também sdo simples de identificar, as ligagdes rotacionaveis e o numero de
atomos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio podem ser contados visualmente ou
usando software. A ASP é calculadavia software. As regras de Veber para uma boa
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biodisponibilidade oral em ratos sdo as seguintes: 0s compostos devem apresentar no maximo
10 ligacBes rotacionaveis;ASP menor ou igual a 140 A% ou no méximo um total de 12
ligacGes de hidrogénio (aceitadores mais doadores) (KERNS, 2008).

2.9 NUCLEOS DE INTERESSE

A sintese de compostos contendo mais de um nucleo aromatico classificado como bis-
intercaladores esta despertando o interesse de muitos pesquisadores quando o alvo biolégico é
0 DNA ou enzimas que participam de forma ativa nos processos celulares. Ligantes bis-
intercaladores apresentampotencial de interagir com um maior nimero de pares de bases
nitrogenadas, formando complexos mais estaveis com maior especificidade e afinidade com o
DNA (BARRA e NETO, 2015).

Os ligantes empregados nesse estudo possuem varios grupos cromoforos destacando-
seo nucleo tiazolidinico e a presenca do anelindol, ambos os nicleos de grande interesse para

quimica medicinal.
29.1 TIAZOL

Compostos contendo aneis heterociclicos recebem atencdo especial na quimica
medicinal pelo fato de possuir efeitos bioldgicos comprovados em muitas pesquisas. Os
tiazois sdo compostos que possuem um anel heterociclico de cinco membros contendo um
atomo de Nitrogénio e um atomo de Enxofre (figura 6). O nicleo tiazolidinicopresente em
muitos compostos tem sido relatado por ser responsavel pela maior parte das acGes
farmacoldgicas relacionadas com 0s seus compostos analogos estruturais, como por exemplo,
atividade anti-cancer, anti-inflamatoria, anti-bacteriana, entre outras (ROMAGNOLI et al.,
2013).

Figura 6: Estrutura quimica do tiazol.

S
w,

Fonte: Elaboracéo proépria.
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2.9.2 INDOL

O indol é um composto aromatico heterociclico(figura7), e seus compostos analogos
tém sido relatados na literatura pela sua atividade antitumoral para muitas linhagens de células
cancerigenas (ELSAYED, et al., 2015).Oliveira e colaboradores (2017) sintetizaram uma
série de compostos derivados do 4-tiazolidinonas e avaliaram sua atividade antiproliferativa
em oito linhagens de células tumorais, além da interacdo desses compostos com o DNA e
capacidade de inibicdo da enzima topoisomerase humana.Yan, et al (2016)realizaram sintese e
avaliagdo bioldgica de derivados ciclico-indolicos como agentes antitumorais via inibicdo da
polimerizagdo da tubulina. Entre todos os derivados sintetizados, o composto 20 exibiu a
atividade antiproliferativa mais potente com valores I1Csy de 22-56 nM contra sete linhagens
de células cancerosas, e inibicdo da polimerizacdo da tubulina (ICso = 0,15 £ 0,07 uM), que
tiveram resultados bem promissores, melhores do que do composto de referéncia
Combretastatina A-4.Zhang e colaboradores (2016) realizaram sintese e avaliacdo biologica
de derivados de lapachol com arcabougo de indol e entre os compostos analisado
0 4n apresentou a melhor atividade antiproliferativa comvalores delCsode 5,08 uM e
6,77 uM contra as linhagens celulares Ecal09 e Hela e apresentou um 6timo potencial para
inibicdo da topoisomerase I.

Figura 7: Estrutura quimica do anel indol.

A
N
H

Fonte: Elaboracéo proépria.
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3. METODOLOGIA

Buscou-se a estrutura cristalografica dos receptores bioldégicos empregados nesse
estudo, albumina do soro bovino (BSA), Topoisomerase Ilhumana (alfa e beta), e 0o DNA no
banco de dados protein date base (PDB).

I.  Foi obtido o cristal da BSA em complexo com o acido 3,5-diiodosalicilico, ID: 4JK4,
com resolucdo de 2,56 A.
Il.  Foi obtido a estrutura cristalografica da enzima TOPO lla em complexo com 0 DNA
e o farmaco etoposideo, ID: 5GWK, resolucéo de 3,152 A,
I1l.  Foi obtido o cristal da TOPO 113 em complexo com o DNA e a amsacrina ID: 4G0U,
resolucéo de 2,7 A.
IV.  Aestrutura do DNA foi obtida com o cddigo, ID: 1BNA, resolucdo 1,9 A,

3.1 TRATAMENTO DO RECEPTOR

Inicialmente no programa Discovery Studio 2017, foram removidos os ligantes de
naproxeno, etoposideo e amsacrinada BSA, TOPO Ila e da TOPO IIf, nessa ordem; Depois
da remocéo dos ligantes da estrutura cristalizada dos complexos todos os receptores foram
tratados seguindo os mesmos métodos descritos a seguir. Com o programa Discovery Studio
2017, foram removidas as moléculas de agua da estrutura cristalografica dos receptores. A
adicdo de &tomos de hidrogénio polares e as cargas de Kollman foi realizada com o auxilio do
programa AutoDockToolsv.1.5.6.

3.2 TRATAMENTO DOS LIGANTES

Os oito ligantestiazois foram desenhados no programa ChemDraw Ultra 12.0 e salvos
no formato adequado para pré-otimizacao utilizando o método MMFF94, a partir do programa
Avogadro. A escolha do melhor método de otimizacdo molecular é um passo crucial que
determina a confiabilidade dos resultados obtidos, visto que seja necessaria uma garantia de
que as estruturas quimicas otimizadas apresentem a menor energia possivel e
consequentemente apresentem a conformacdo molecular mais estavel. Apos a pré-otimizacéo
no Avogadro foi criado um input mop para otimizacdo no programa Mopac2016 no nivel

PM6 pois € um método semi-empirico que descreve bem moléculas organicas. O arquivo
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mopfoi otimizado no Mopac2016 e o arquivo out gerado apds a otimizagdo no Mopac2016 foi
aberto novamente no programa Avogadro e salvo no formato pdb. No programa
AutoDockToolsv.1.5.6  foi aberto os ligantes pdb removidos os hidrogénios apolares
computado as cargas de Gasteiger e posteriormente todos os ligantes foram salvos no formato
pdbqt.

3.3 CALCULO DO GRID E DOCKING

Os arquivos dpfforam criados para a analises de docking do algoritmo genético
Lamarckiano. Cada célculo de docking foi processado com 100 conformacdes e foram
realizados no Laboratorio de Simulacdo Computacional (LaSC), Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). A descricdo do tamanho e coordenadas dos GRIDS criados para

cada receptor estdo descritas a seguir.

3.3.1 ALBUMINNA SERICA BOVINA

Para realizacdo do calculo de docking o tamanho dogridfoi ajustado de modo a incluir
o sitio de ligacdo da proteina,com base no fato que os dois principais sitios de ligagdo na BSA
estdo localizadosnas proximidades de Trpl34 e Trp213,desta forma odocking foi processado
com a configuracdo dos tamanhos de grade 90x90x90 ao longo dos eixos X, y e z, com
espacamento de 0,375 A (valor padrdo), dimensdes suficientes para cobrir todos os residuos
ativos dos dois locais de ligagdo abundantemente reportados correspondentes ao Trpl34 e
Trp213. O centro da grade nos eixos X,Y e Z, foi definido como 35.891, 24.195 e 35.381 A.

3.3.2 DNA

Os acidos nucléicos sdo estruturalmente diferentes das proteinas e ndo possuem um
sitio de ativo definido de ligacdo, logopara a analisar as interagdes dos ligantes com o DNA
foi criada uma caixa para englobar toda a estrutura do DNA. Odocking foi processado com as
dimensBes do grid nos eixos X, Y e Z de: 90x90x90 A, e o espacamento do grid foi de 0,375
A, o centro da grade nos eixos X, Y e Z foi definido como 14.779, 20.976 e 8.804 A.
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3.3.3 TOPO lla

Conhecido o sitio ativo da enzima o célculo de docking foi processado com as
dimensBes do grid nos eixos X, Y e Z de: 60x60x60 A, espacamento padrdo (valor de 0,375
A), o centro da grade nos eixos X, Y e Z foi definido como 24.5, -38,148, -59,54 A.

3.3.4 TOPO IIp

Conhecido o sitio de ativo da topoisomerase o docking foi processado com as
dimensBes do grid nos eixos X, Y e Z de: 78x82x64 A, e o espacamento do grid foi de 0,375
A, O centro da grade nos eixos X, Y e Z foi definido como 27.396, 103.004 e 36.245A.

3.4 ANALISE DAS PRINCIPAIS INTERACOES INTERMOLECULARES E DAS
PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

A observacédo das principais interacdes dos compostos em estudo com os residuos da
BSA e TOPO Il e o DNA foi feita através do programa Discovery Studio 2017.

Para avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e das propriedades farmacocinéticas a
estrutura tridimensional dos 8 ligantes analisados neste estudo foi traduzido para o formato
SMILES. O formato SMILES desses compostos foi processado usando as ferramentas online
pkCSM e SwissADME. Disponivel respectivamente em:
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction/adme_1531024248.18/;http://www.swissadme.

ch/index.php.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os derivados tiazdisempregados neste estudopossuem atividade antitumoral e foram
sintetizados no Laboratorio de Quimica e Inovacdo Terapéutica (LqlT) Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Estes compostos compartilham caracteristicas estruturais essenciais
de venenos de topoisomerase (figura 8), a presenga de um sistema poli aromatico plano, uma
espécie catibnica que pode ser um grupo heterociclico contendo um atomo de nitrogénio, e

uma cadeia lateral que possa interagir com o sulco do DNA (IBRAHIM, et al, 2018).

Figura 8: Estrutura basica dos ligantes.

Anéis planos Grupo ciclico conten@ nitrogénio Cadeia lateral

Fonte: Elaboracéo proépria.

Foi realizado o estudo tedrico para prever a atividade destes compostos com diferentes
receptores bioldgicos. Para avaliar a afinidade destes ligantes com proteinas, foi analisado a
interacdo dos mesmos com a BSA, proteina com fungdo de transporte e armazenamento de
farmacos, também foi previsto o modo de interacdo destes ligantes com o DNA e a
capacidade de intercalagdo dos ligantes com a enzima topoisomerase Il complexada com o
DNA. Foram previstas 100 conformacdes possiveis entre os receptores empregados no estudo
e 0s 8 ligantes.

4.1 DOCKING COM A BSA

Por se tratar de uma proteina modelo para avaliar a afinidade de farmacos com
proteinas foi escolhida a albumina do soro bovino para realizagcdo do estudo de docking, a
albuminapossui fluorescéncia intrinseca devido a presenca dos residuos de aminoacidos de
triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). O residuo Trp da BSA tem a mais forte
intensidade de fluorescéncia, sendo sensivel as mudancas em torno do seumicro-ambiente,

permitindo desta forma avaliar a interacdo de ligagdo dos ligantes com a BSA (LOU et.,
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2017), portanto compostos que se ligam préximos aos residuos de triptofano podem ser

detectados em ensaios de fluorescéncia. Desta forma analisou-se por meio dodockinga

afinidade de ligacéo e as principais interagdes intermoleculares que ocorrem para formacéo do

complexo BSA-ligante. Os resultados estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Energias de ligacdo e tipo de interacdes para cada complexo albumina-derivado, selecionado apés o

estudo de docking.

Composto  Energia Estrutura

de ligacéo
kcal mol™

Ligacéo de
hidrogénio

Interacdes hidrofébicas

n-alquila

Alquila

n-sigma Empilhamento
- T

7a 6,77 H H

Arg-217

Lys-221,
Lys-229,
Pro-446

7b -6,78 H F

Arg-217

Lys-221,
Lys-294,
Pro-446

7c -7,86 H NO,

Arg-217
Lys-221

Lys-187

7d -10,49 H Ph

Lys-187,
Arg-194,
Leu-259,
Ala-290,

Ala-290 Tyr-187

Te -8,12 Br NO,

Arg-217
Lys-221

Cis-447

7t -7,40 Br H

Arg-198

Arg-
194Arg-
198, Ala-
260, lle-
289, Ala-
290, Leu-

237

Leu-137 -

79 7,39 Br F

Arg-217

Lys-221,
Lys-224,
Pro-446,
Val-342

7h -10,56 Br Ph

Arg-194

Arg-194,
Lys-187,
Ala-290

Ala-290 Tyr-149

A solugdo do processo de cadadockingé mensurada com base na energia de interacdo

do complexo e pela energia intramolecular do ligante como mostrado na equagdo 1. As

solugdes sdo classificadas e as de melhor pontuacdo sdo submetidas a processos de
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recombinacdo e mutacdo para a geracdo de novas solugdes. Ao final do processo, as
conformagces semelhantes (conformacdes que diferiram em menos de 2,0 A em RMSD) séo
agrupadas em clusters e esses sao ordenados de acordo com a energia. Pelo fato de a albumina
possuir muitos locais de ligacdo para as moléculas, foi escolhida a estrutura de menor energia
no cluster mais populoso, pois € provavel que o cluster represente melhor o modo que o
ligante deve se ligar e o local com maior probabilidade de ocorrer a interagcdo receptor-ligante.

Como observado na tabela 1, os derivados 7d e 7h foram os que apresentaram melhor
afinidade de ligacdo com a BSA, formando complexos com baixas energias de ligagéo, -10,49
e -10,56 kcal mol® respectivamente.Estes ligantes possuem um anel aromatico no seu
fragmento R2, sendo este resultado esperado pois a albumina possui maior afinidade com
compostospouco polares, logo quanto maior o nimero de fragmentoshidrofébicos é previsivel
uma melhor afinidade de ligagcdo com a BSA. E possivel perceber de acordo com a figura
9que os derivados7d e 7h formaram complexosde modo semelhante e se ligaram préximos ao

ambiente do triptofano-213.

Figura 9:Docking da conformacéo dos ligantes 7d e 7h contra a estrutura da BSA. A figura mostra os ligantes
sobrepostos, o ligante7d esté indicado em rosa e o 7h em verde. O trp-213 esta indicado em azul.

Fonte: Elaboracéo prépria.

Os ligantes7a, 7b, 7f e 7g se ligaram a albumina em padrdes semelhantes, como pode
ser observado na figura 10. As principais forcas intermoleculares que formam os complexos
com os ligantes 7a e 7bséo similares e suas energias de ligagdo muito proximas. E possivel
perceber que o a&tomo de bromo também influencia na estabilidade do complexo, pois 0s
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ligantes com R1=Brformaram complexos com energias mais baixas que os ligantes com
R1=H.Resultado este também relatado nos estudos realizados por TAN et al (2015) para
avaliar a interacdo de ligantes éteresdifenil-polibromados com HSA através dos métodos de
docking. Como mostrado na figura 10, apesar de se ligarem com conformacdes semelhantes
os ligantes 7f e 7g que possuem o atomo de bromo ligado no anel indol apresentaram energias
de ligagdo menores, isso pode ser justificado pelo fato de o &tomo de bromo possuir um raio
atbmico maior que o atomo de hidrogénio possibilitando realizar um maior nimero de

interagBes com 0s aminoacidos no sitio de ligag&o.

Figura 10: Docking da conformacéao dos ligantes 7a, 7b, 7f e 7g contra a estrutura da BSA. A figura mostra 0s
ligantes sobrepostos, o ligante 7a esta indicado em amarelo, o 7b em verde, o 7f em roxo e 0 7g em rosa. O Trp-
213 esté indicado em azul.

Fonte: Elaboracéo proépria.

Os ligantes 7c e 7e possuem o grupo nitro no fragmento R2 e formam duas ligagdes de
hidrogénio com os aminoacidos Arg-217 eLis-221e também se ligam préximo ao ambiente do
triptofano como mostrado na figura 11.Nenhum dos ligantes interagiram diretamente com o
aminoécido Tpr, mas com base na observacdo do modo de ligacdo é possivel perceber que
apesar de ndo interagir diretamente com o triptofano todos os ligantes se ligaram préximos ao

seu ambiente interagindo com os residuos de aminodacidos circundantes.
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Figura 11: Docking da conformagdo dos ligantes 7c e 7e contra a estrutura da BSA. A figura mostra os ligantes
sobrepostos, o ligante7c esta indicado em marrom e o 7e em amarelo. O Trp-213 esta indicado em azul.

Fonte: Elaboracéo prépria.

Como mostrado nas figuras, todos os ligantes se ligam proximos ao micro ambiente do
triptofano, sendo esperado em ensaios experimentais que todos sejam sensiveis em testes de
fluorescéncia, e é previsto que os ligantes 7d e 7hapresentem um valor maior de constante de
ligacdo com a BSA pois foram os que expressaram melhor afinidade com a albumina de
acordo com a anélise de docking.

4.2 CALCULO DE DOCKING MOLECULAR DOS COMPLEXOS DNA

Geralmente, as moléculas que interagem com o DNA afetam a replicacdo e a
transcricdo do DNA e podem induzir a morte celular e a apoptose. Assim, 0 estudo do modo
de interacdo e mecanismo de tais compostos ajuda no desenvolvimento de novos e mais
eficientes farmacos anticncer. Duas grandes classes de agentes ndo-covalentes de ligacdo ao
DNA foram identificadas: os intercaladores e os ligantes de sulcos. A fim de interpretar
teoricamente 0 modo de ligacdo dos derivados contra a estrutura do DNA foi realizado o
estudo de docking e analise das interacGes intermoleculares que regem a formacgdo do
complexo com o intuito de identificar o modo de ligacdo. Como resultado foi possivel
perceber que nenhum dos derivados intercalou com o receptor, os ligantes interagiram

inserindo-se no sulco do DNA.
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Tabela 2: Energia de ligagdo para o complexo DNA-ligante.

S
_N,N:< |
N
Ry
N
¢ Lo
H
Composto Energia de Iiglagéo Estrutura
kcal mol —_—
R, R,
Ta -10,34 H H
7b -10,34 H F
7c -9,19 H NO,
7d -10,03 H Ph
Te -9,36 Br NO,
7t -9,90 Br H
79 -10,09 Br F
7h -9,93 Br Ph

A tabela 2 descreve os valores da energia de ligacéo dos ligantes contra a estrutura do
DNA, todos os ligantes formaram complexos com o0 DNA com energia inferior a -9,00 kcal
mol ™, isso indica que os ligantes possuem habilidade de interagir com 0 DNA.

A pose de menor energia dos derivados tiazoismostrou que os ligantes interagiram nas
ranhuras do sulco menor como observado na figura 11.Proteinas e moléculas grandes se ligam
preferencialmente ao sulco maior do DNA, enquanto moléculas pequenas se ligam
preferencialmente no sulco menor. A afinidade de moléculas pequenas com o sulco menor
ocorre principalmente devido a questdes geométricas pois o sulco maior apresenta uma
geometria mais larga e rasa e pelo fato de ser o local de ligagdo com outras proteinas pode
estar menos disponivel, ja o sulco menor com geometria mais estreita e profunda permite
encaixe de moléculas na ranhura do sulco com pouco impedimento estérico. As regibes ricas
em AT sdo mais estreitas e ligeiramente mais profundas que asregides ricas em CG,
permitindo um melhor ajuste do ligante. Assim, muitos ligantes de sulcos menores mostraram
preferir sequéncias ricas em AT(GILAD E SENDEROWITZ, 2014).

Os complexos foram formados principalmente por intera¢Ges hidrofobicas, interagindo
principalmente com as bases de adenina 5 e 6, guanina 16 e timina 19 e 20 e os fragmentos
aromaticos do ligante, esta interagdo ocorreu por meio do empilhamento de anéis em forma de
T.

Os ligantes 7a e 7b foram os que apresentaram melhor afinidade de ligacdo com o

DNA e suas energias de ligagdo foram ambas no valor de -10,34 kcal/mol. A figura 12
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(P4g38) mostra as poses de ligacdo e € possivel constatar que 0 modo de ligacdo segue uma
tendéncia, pois o nucleo tiazol e o fragmento indolsdo os nucleos que estdo direcionado ao
sulco do DNA.

No geral, os ligantes do sulco interferem na interacdo do DNA com proteinas de
ligagdo ao DNA, como fatores de transcri¢do e proteinas de reparo de DNA. 1sso pode levar a
parada da proliferacdo e, finalmente, a morte celular (GILAD E SENDEROWITZ, 2014).



Figura 12: Modos de interacdo dos derivados tiazois contra a dupla fita do DNA.

Fonte: Elaborag&o propria.
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4.3 INTERACAO COM A ENZIMATOPOISOMERASE

Os intercaladores de DNA estdo entre as classes de compostos mais importantes para o
tratamento de doencas como o cancer. Os compostos intercaladores podem influenciar na
atividade da enzima topoisomeraseimpedindo a formagéo do complexo DNA-topoisomerase
ocupando o local de ligagdo da topoisomerasee também pode formar um complexo ternario
entre 0 DNA, o intercalador e a topoisomerase, neste caso o complexo formado é mais estavel
que o complexo DNA-topoisomerase, impedindo a religacdo das fitas clivadas podendo
induzir apoptose, sendo este mecanismo conhecido como envenenamento de topoisomerase.
(LAFAYETTE, et al,. 2013).

Partindo desse pressuposto foi feito o estudo tedrico para avaliar a afinidade de ligacdo
dos compostos contra as duas isoformas da enzima DNA-topoisomerasecom o intuito de

verificar quais compostos possuem melhor potencial de atuar como agente intercalador.
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4.3.1 DOCKING COM ATOPO lla

A enzima topoisomerasella é a isoforma mais utilizada em ensaios experimentais para
avaliagdo de farmacos inibidores desta proteina, pois algumas pesquisas relatam que a topo
lla é a principal isoforma envolvida nos processos mitoticos, além disso a concentragdo
celular de topo lla é proporcional a taxa de proliferagdo celular(AREPALLIA, et al., 2018;
GOUVEIA, et al., 2018; OLIVEIRA, et al,. 2017). Os resultados de docking contra a TOPO
Ila estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Energias de ligacdo, tipo de interagdo para cada complexo Topo Il alfa-derivado

Composto Energia Estrutura Ligacéo de Interacdes hidrofébicas
de ligacéo hidrogénio m-alquila T- Empilhamento
-1 . .
kcal mol R, R, Alquila sigma m- T
. Cit-8
7a -10,38 H H cit-8 Arg-487 - Tim-9
Gua-13
Cit-8
Arg-487 Tim-9
7 -10.27 H F Leu-616 i i Ade-12
Gua-13
Cit-8
Arg-487 Arg-487 Tim-9
e -10.84 H NO, Glu-461 ; Ade-12
Gua-13
Cit-8
7d -12,18 H Ph Glu-461 Arg-487 - Ade-12
Gua-13
Cit-8
Arg-487 Arg-487 Tim-9
e 11,16 Br NO; Glu-461 Lis-614 ; Ade-12
Gua-13
Tim-9 Cit-8
7f -10,75 Br H Arg-487 Ade-12 - Tim-9
Ala-461 Gua-13
Arg-487 'ﬁ:189
79 -10,57 Br F Arg-487 Lis-614 -
Tir-805 Ade-12
Gua-13
Arg-487 TC,:;SQ
7h -12,69 Br Ph Glu-461 Lis-614 - Ade-12

Gua-13
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Com base no estudo de docking moleculartodos os derivados tiazdis possuem boa
energia de interacdo e intercalam com os pares de bases do DNA no ponto de clivagem e
todos interagem com o aminoacido de Arg-487,de modo semelhante ao etoposideo (farmaco
co-cristalizado presente na estrutura da topo Ila).

A presenca de varios fragmentos poli aromaticos planos na estrutura do ligante
permite que estes possam interagir com um maior nimero de bases de
DNA(GILAD E SENDEROWITZ, 2014) e isso foi observado na verificagdo do modo de
ligacdo do complexo de menor de energia. Os ligantes7d e 7h foram os que apresentaram
melhor potencial para formacdo de um complexo terndrio mais estabilizado com energia de
ligacdo no valor de -12,18 e -12,69 kcal/mol.Estruturalmente sdo os ligantes que possuem um
maior conjunto de anéis planos, permitindo dessa forma que ele possua uma afinidade mais
acentuada.

O complexo formando com o ligante 7dmostrado na figura 13 é resultado da interacdo
do anel tiazol com a base de citosina-8, e esta base juntamente com a base de timina-9 e
guanina-13 intercala com os anéis fenil do ligante, complementarmente realiza uma ligagdo de
hidrogénio com o residuo de glutamina-461. O ligante 7h(figura 14)se ligou em uma pose
muito semelhante e interagiu com o0s quatros pares de bases no sitio de ligacdo e também
realizou uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de glutamina-461. InteracGes adicionais
ocorrem entre o bromo e outros residuos circundantes, sendo as interacGes

predominantemente hidrofébicas.



Figura 13: Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 7d.
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Figura 14: Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 7d.
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Os ligantes 7c e 7etambém formaram complexos com baixas energias de ligacéo e se

ligaram em poses parecidas.O mecanismo de intercalagdo que ocorre entre o ligante 7ce a

proteina € formado por meio de empilhamento em forma de T entre a base de adenina-12 e o

anel fenil, e com a base de guanina-13 de forma alinhada. O ndcleo tiazol se inseriu entre as
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bases de citosina-8 e timina-9, além de duas ligacBes de hidrogénio com arginina-487 e o
oxigénio do grupo nitro e a glutamina 461, sendo estas as principais forcas intermoleculares
que ocorreu para formagdo do complexo.O modo de ligagéo do ligante 7esegue 0 mesmo
padrdo do 7c, pois ocorre o empilnamento 1-1 entre 0s quatros pares de bases nitrogenadas
préximos ao ponto de clivagem e duas ligac6es de hidrogénio, a diferenca na estrutura entre
os ligantes é a presenca do atomo de bromo no grupo R1 que permitiu um maior nimero de
contatos hidrofobicos com os residuos de aminoécidos circundantes, a presenga do grupo nitro
também pode influenciar na estabilidade do complexo pois permitiu que estes ligantes
realizassem maior namero de ligacdes de hidrogénio.

O ligante 7a intercala com os quatro pares de bases simultaneamente devido a
presenca de muitos anéis, a base guanina-8, timina-9 e guanina-13 interagecom o anel indol,
por meio de empilhamento de -, ocorre intercalagdo entre a guanina-8 e grupo naftil por
empilhamento em forma de T,interacfes de empilhamento aromaticotambém ocorre entre a
guanina 13 ecom anel fenil, a base de citosina-8 realiza uma ligagcdo de hidrogénio com o
hidrogénio do anel indol.

Com a observacdo do modo de ligacdo foi visto que nucleo indol é o fragmento do
ligante 7bque intercala com os quatros pares de bases do sitio de ligacdo, adicionalmente
realiza duas ligagbes de hidrogénio com o residuo de leucina-616 e o 4tomo de fllor do
ligante, e a arginina-487 com o hidrogénio doindol.

O ligante7fse liga em um modo semelhante ao ligante 7bno qual o ndcleo indolico é o
fragmento que se insere entre 0s pares de citosina-8, timina-9 e guanina-13 interagindo por
meio de empilhamento entre os nucleos planos, e também realiza uma ligagdo de hidrogénio
com o aminodcido de arginina-487. As demais interacfes que formam os complexos séo
predominantemente hidrofobicas através contato entre o atomo de bromo e os residuos
circundantes.

Conforme os dados de docking os 8 ligantes da série possuem potencial de inibir a
atividade da topoisomerasee esses efeitos podem ser confirmados experimentalmente por
meio de eletroforese em gel de agarose.
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4.3.2 DOCKING COM ATOPO IIp

Estruturas de complexos ternarios de topoisomerase-droga-DNA revelaram os sitios e
mecanismos de ligagdo exatos dos venenos de topoisomerase. Embora a isoforma da TOPO
Ilo seja expressa preferencialmente em células em proliferacdo quando comparada a TOPO
I1B, a possibilidade de projetar venenos detopoisomerase Il humana especifica para as duas
isoformas, sugere o desenvolvimento de drogas anticAncer mais seguras(IBRAHIM, et al,.
2018), desta forma foi avaliado o potencial de interacdo dos ligantes tiazdiscom o complexo
da topo Il beta.Os resultados estdo descritos na tabela 4.

Tabela 4.Energias de ligacao, tipo de interacdo para cada complexo Topo Il beta-derivado

Composto Energia de Estrutura Ligacéo de Interacdes hidrofébicas
ligacéo hidrogénio  m-alquila m-sigma Empilhamento
-1 .
kcal mol R, R, Alquila m-T
Arg-503 TCI:;SQ
7a -9,05 H H Cit-8 - - Ade-12
Gua-13
Cit-8
Arg-503 Tim-9
7o 9,16 H F Cit-8 - - Ade-12
Gua-13
Gua-13
Leu-507 Arg-503  Ade-12
i -10,43 H NO, Asn-520  Ala-521  Ala-521 Ade-12
Met-781
Tim-9 Met-782
7d -10,38 H Ph Cit-11 Ala-816 Val-785 -
Pro-819
oy e
7e 9,71 Br NO, 530 9 val-785  Met-782 -
Met-782 10819
e
7f 9,53 Br H Ade-12 - Arg-503 . Tim-9
Ade-12
Met-782 Gua-13
Pro-819
Tim-9 TCI::]SQ
79 -8,57 Br F Ade-12 Ade-12 -
Gua-13 Ade-12
Gua-13
Met-781
Tim-9 Met-782
7h -10,46 Br Ph Ala-816 Val-785 Ala-816

Pro-819
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O sitio de ligagdo chave relatado do complexo DNA-TopolIf consiste em aminoacidos
e residuos nucleotidicos de Asp-479, Arg-503, GIn-778, Met-782, Cit-8, Tim-9, Cit-11, Gua-
13 e Ade-12(IBRAHIM, et al,. 2018). O docking dos ligantes tiazdis contra a enzima DNA-
topoisomerase I3 mostrou que os derivados7a, 7b, 7c,7f e 7g interagiram com as bases
nitrogenadas por meio de empilhamento de anéis de modo semelhante a amsacrina (agente
antineoplasico co-cristalizado na estrutura da DNA-topoisomerase ilustrado na figura 1), este
tipo de interacdo € caracteristicode intercalacdo, e também interagiram com 0s aminoécidos
relatados presentes no sitio de ativo, estes derivados formaram complexos com baixas
energias de ligagdo como descrito na tabela 2, com destaque para os ligantes 7c e 7f com
energias de -10,53 e -9,53kcal mol™nessa ordem, sendo estes os ligantes apontados como os
mais promissores para formagdo de um complexo ternario estavel.

Os ligantes 7a e 7b, assim como ocorreu com a albumina, formaram um complexo
com o receptor de maneira idéntica e comvalores de energia de ligacdo muito proximos, -9,05
e -9,16 kcal mol™ respectivamente. Estruturalmente a diferenca entre 0s compostos é a
presenca do atomo de flior no grupo R2 do ligante 7b. O modo de ligacdo de ambos os
ligantes foram iguais assim como as principais interag0es intermoleculares que formaram o
complexo como mostrado nafigura 15 e 16.

Como relatado em outros estudos (LAFAYETTE, et al,. 2013; GOUVEIA, et al.,
2018; ZHAO, et al,. 2017; OLIVEIRA, et al,. 2017; GILAD E SENDEROWITZ, 2014,
IBRAHIM, et al,. 2018), a planaridade de compostos poli aromaticos como anel indol
permite que ele se insira entre os pares de bases do DNA, esta caracteristica foi observada
nesta pesquisa ja que o anel indoldos ligantes 7a e7b, intercalou entre asbases de citosina 8,
timina9, adenina 12, e citosina 13, além disso o ndcleo tiazol também interagiu com 0s pares
de base de adenina 12 e guanina 13, por meio do empilhamento de anéis. Adicionalmente os
ligantes realizaram duas liga¢fes de hidrogénio com o aminoacido de Arg-503 e a base de
citosina do receptor, sendo as ligacGes de hidrogénio muito importantes em termos de energia.

Figura 15:(a)modo de ligagdo do composto 7a com a topo 1IB. (b) Interacdes do ligante 7a com os aminoacidos
circundantes.
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Figura 16: (a) modo de ligacdo do composto 7b com a topo IIf. (b) Interagbes do ligante 7b com os
aminodcidos circundantes.
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O ligante 7cformou um complexo mais estavel entre todos os ligantes que intercalaram
com o DNA e apresentou um modo de ligagdo misto. O grupo naftil presente no ligante
intercalou com a base de Adenina-12, e os outros fragmentos do ligante como 0 grupo nitro
interagiram com o DNA e com o0s outros residuos de aminoacidos da proteina por meio de
trés ligacbes de hidrogénio com a base de guanina 13e os aminoacidos de leucina-507 e Asn-
520 (figura 17).
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Figura 17: (a) modo de ligacdo do composto 7c com a topo I1B. (b) Interacdes do ligante 7c com os aminoacidos

circundantes.
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A auséncia de interagdes do tipo empilhamento-m entre os pares de bases presentes e
os derivados tiazolidinicos7d, 7e e 7hmostrou que estes compostos ndo intercalaram com o
DNA complexado na estrutura da enzima. 1sso pode ser observado na figura 18, onde estdo

elucidados os ligantes interagindo com os residuos e bases circundantes.
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Figura 18: Ilustracdo dos complexos de DNA-topoisomerase com 0s derivados tiazdis representados em azul.

k{i?%

Os compostos 7d e 7h sdo estruturalmente semelhantes e dentre todos os derivados
foram os que apresentaram menor energia de ligacio (-10,38 e -10,46 kcal mol™ para o 7d e
7h respectivamente), assim como observado com topo lla, mas o modo de ligagéo foi bem
distinto pois eles ndo se ligaram no sitio de ligacdo do complexo DNA-topo IIf. A forgas
intermoleculares que formam os dois complexos também sdo similares, ambos 0s compostos
realizaram uma ligacdo de hidrogénio com a timina-9,as demais interagdes ocorreram com 0s
residuos de aminoéacidos presentes na estrutura da enzima, sendo as interacdes hidrofobicas
predominantes.O ligante 7e apresentou boa energia de ligacdo (-9,71 kcal mol™), o complexo
foi formado com 4 ligagdes de hidrogénio sendo uma ligacdo entre o a&omo de hidrogénio
ligado ao nitrogénio do indol com o aminoécido de metionina-782, as outras trés ligacdes de
hidrogénio ocorreram entre o &omo do grupo nitro com as bases de guanina-10 e citosina-11
e o residuo de arginina-820.

Os modos de intercalacdo dos ligantes 7f (figura 19) e 7g (figura 20) seguem 0 mesmo
padrdo, os intercaladores ligam-se através da insercdo de um cromdforo aromatico planar,o
anel indol, entre os quatro pares de bases do sitio de ligacdo por meio de empilhamento de
anéis aromaticos, e interagem por meio de ligacdo de hidrogénio com a base de adenina 12,
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sendo que o ligante 7f realizada duas ligacdes de hidrogénio. Segundo os resultados do
docking o ligante 7g foi o que formou um complexo com maior energia de ligacéo (-8,59 kcal

mol™) em comparacéo aos demais ligantes da série.

Figura 19: (a) modo de ligacdo do composto 7f com a topo 11B. (b) Interagdes do ligante 7f com os aminoacidos
circundantes.
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Figura 20: (a) modo de ligacdo do composto 7g com a topo 1. (b) InteracBes do ligante 7g com os
aminodcidos circundantes.
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Fonte: Elaboracéo proépria.

Baseado na analise de docking observou-se que o nicleo inddlico é uma caracteristica

estrutural chave presente na estrutura dos ligantes para inibi¢ao da topo I1p.
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4.4 PREVISAO ADMET

As predicbes dos parametros ADMET foram realizadas para avaliar os perfis
farmacocinéticos e de toxicidade dos compostos em analise. Duas formas comuns de avaliar o
potencial de biodisponibilidade oral de um composto é atravésdas regras propostas
porLipinski e Veber (GOUVEIA, et al., 2018). Os resultados dos parametros estudados estdo

descritos na tabela 5.

Tabela 5.Estimativa in silico de dados farmacocinéticos mensurados nas plataformas SwissADME e pkCSM.

7a b 7c 7d Te 7f 79 7h
MM (g mol™) 444563 462553 48956 520,661 568456 523459 541449 599,557
AH 4 4 6 4 6 4 4 4
DH 1 1 1 1 1 1 1 1
LR 4 4 5 5 5 4 4 5
Ali LogS 829  -839  -907 997  -979  -901 911  -10,69
MlogP 4,72 5,09 3,77 5,66 4,33 5,28 564 6,20
ASP (A?) 7368 7368 1195 7368 1195 7368 7368  73.68
ggrfégcg’; he 1018 1,05 0266 0983 0152 0909 0947 0,863
Abs. In (%) 04467 94194 92,544 94242 89500 90,830 91,002 91,418
VDss (logL/kg) -0,383  -0437  -0665 -0572  -0,643 0419  -0495  -0,429
EeBr)' BHE (log 0409 038  -0784 0412  -0978 0573 0534 0526
Eg;' SNC (log 0892 0921 1,136  -0536  -1,038  -0,682  -0,722  -0,340

MM: Peso molecular, DH: Grupos doadores de hidrogénio, AH: Grupos receptores de hidrogénio, LogS:
Solubilidade aquosa, MlogP: Lipofilicidade, ASP: Area de superficie polar, Abs. Int: Absorcdo instestinal
humana, Per. Caco2: Permeabilidade nas células Caco-2, VDss: Volume de distribuigdo, Per. BHE: Permeacéo
da barreira hematoencefalica, Per. SNC: Permeacdo no sistema nervoso central.

Os parametros fisico-quimicos da regra de Lipinski e Veber, foram previstos pelos
dados da plataforma SwissADME. Todos os ligantes atendem as regras propostas por Veber e
colaboradores mas somente o ligante 7c, devido a presenca do grupo nitro no fragmento R2 e
auséncia do atomo de bromo no R1 que gerou um pequeno decréscimo da hidrofobicidade,
estd de acordo com 0s parametros propostos por Lipinski, pois estes ligantes sdo
caracterizados por possuirem altos valores de lipofilicidade violando a regra de Lipinski neste
parametro. A lipofilicidade é medida através do coeficiente de particdo entre o n-octanole a
agua, devido a importancia desta propriedade muitos métodos computacionais sdo utilizados
para medir a lipofilicidade. De acordo com os dados da tabela 5 é possivel identificar uma
relagdo entre o valor dalipofilicidade com afinidade com albumina bovina, pois os ligantes 7d
e 7h foram os que formaram complexos mais estaveis com a proteina segundo o resultado do

docking esdo os ligantes da série que apresentaram 0s maiores valores de MlogP, 5,66 para o
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7d e 6,02 para o 7h, evidenciando ainda mais que a BSA interagem melhor com compostos
lipofilicos.Foi avaliado outras propriedades importantes como a solubilidade aquosa, expressa
numericamente pelo meétodo Ali LogS. Este pardmetro afeta significativamente as
caracteristicas de absorcdo e distribuicdo. Em geral um composto com baixa solubilidade ndo
é bem absorvido pelo organismo. A solubilidade aquosa é o inverso lipofilicidade, os ligantes
empregados neste estudo sdo classificados como de baixa solubilidade pois apresentam valor
de Ali LogS menor que -6, com exce¢do do ligante 7hqueé o que apresenta em sua estrutura
mais grupos hidrofobicos o que Ihe confere mais baixa solubilidade aquosa, -10,69, sendo este
ligante classificado como insolivel (DAINA, MICHIELIN & ZOETE, 2017).

Através da plataforma pkCMS foi prevista algumas propriedades farmacocinéticas
importantes para os ligantes em estudo como o valor da permeabilidade das células Caco-2
que fornece uma estimativa para absor¢édo do ligante na mucosa intestinal humana onde a alta
permeabilidade é prevista para valores maiores que 0,90, a fracdo permeavel é medida em
funcdo do tempo (LAMBERTUCCI et al., 2018). Os compostos em analise que apresentaram
valores de permeabilidade das células Caco-2 maior que 0,90 foram os ligantes 7a, 7b, 7d, 7f
e 79, entdo é previsto que estes ligantes da série apresentem alta permeabilidade, com
destaque para o ligante 7b que apresentou maior valor (1,056). Os ligantes também
apresentaram percentual de absorcdo através do intestino de maior que 90%, exceto o ligante
7e. Os valores de VDss indica o volume de distribuicdo do composto ondevalores de VDss
superior a 0,45 indica que o composto tem maior probabilidade de ser distribuido nos tecidos
do que no plasma. Todos os ligantes apresentaram valor de VDssmenor que -0,15 e isto indica
que os ligantes apresentam maior probabilidade de se distribuir no plasma que nos
tecidos(LAMBERTUCCI et al., 2018; PIRES et al., 2015)..

O cérebro ¢ protegido de compostos exdgenos pela barreira hematoencefalica (BHE).
A capacidade de um medicamento para atravessar para o cérebro é um parametro importante a
considerar para ajudar a reduzir efeitos colaterais e de toxicidade, ou para melhorar a eficacia
de medicamentos cuja atividade farmacolégica é no cérebro (HARDJONO et al., 2018). Esta
analise faz a precisdo da relagdo logaritmica das concentraces de farmaco no cérebro para o
plasma, para valores> 0,3 o farmaco fornence indicios que o ligante pode atravessar a
BHE,para valores <-1 a distribui¢ao cerebral é fraca (LAMBERTUCCI et al., 2018; PIRES et
al., 2015). Os ligantes 7c e 7e apresentaram valores de -0,784 e -0,978 respectivamente sendo
os ligantes moderada probabilidade de atravessar a BHE, os demais ligantes apresentam
valores de logBBBacima de 0,3 indicando que podem ter boa probabilidade de penetrar na
BHE (HARDJONO et al., 2018).



53

A barreira hematencefélica retarda a entrada de farmacos no sistema nervoso central
(SNC) de modo que uma farmaco com caréater lipofilico tem maior probabilidade de penetrar
no SNC. Segundo Pires et al. (2015), considera-se que um composto com logPS> -2 penetra
no SNC, enquanto aqueles com logPS<-3 séo considerados incapazes de penetrar no SNC. A
partir dos dados da tabela 5 todos oscompostos da derivados tiazdis apresentam probabilidade
de penetrar no SNC, pois possuem valor de logPS entre 1,136 e -1,038.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi realizado o estudo do docking molecular e de acordo com os resultados € possivel
perceber que os ligantes possuem boa afinidade com a BSA, e um dos fatores que esta
relacionado com esta afinidade é o valor da lipoficidade, visto que os ligantes mais lipofilicos,
7d e 7h sd0 0s que apresentam menor energia de ligacdo com BSA (-10,49 kcal mol™ e -10,56
kcal mol™), logo os complexos mais estaveis. Através da analise das interacBes
intermoleculares dos ligantestodos o0s derivados tiazdis se ligam proximos ao
microambientedo aminoacido de Triptofano, sendo este um dado importante para ensaios
experimentais de fluorescéncia e um indicativo do local de ligacéo do ligante com a albumina.

Os estudos de docking molecular forneceram uma analise prévia da interacdo desses
compostos com 0 DNA e observou-se que os complexos formados possuem energias
inferiores a -9,00 kcal mol™ e isso pode estar relacionado a pose de ligac&o visto que todos os
ligantes se ligaram no sulco menor que possui geometria favoravel para ligacdo com
moléculas pequenas.

Além disso, o docking apontou que os ligantes possuem potencial para formacéo de
um complexo ternario estabilizado com a DNA-topoisomerase Ila, mostrando um padrdo de
ligacdo semelhante ao do ligante co-cristalizado. Sendo os ligantes 7d e 7hos que formaram
complexos com menor energia. Os resultados com a topoisomerase I3 mostraram que 0S
ligantes 7a, 7b, 7f e 7g possuem melhor potencial de intercalagcdo no ponto de clivagem.

Todos os ligantes da série obedecem as regras para farmacos proposto porVeber, mas
somente o ligante 7cobedece aos parametros propostos por Lipinski. Quanto as propriedades
fisico quimicas relacionadas ao perfil farmacocinético, observou-se que os ligantes7a, 7b, 7d,
7f e 79 possuem alta probalidade de permeagdo nas células Caco-2, e também apresentaram
bom percentual de absorcéo através do intestino sendo o ligante 7e o que apresentou menor
percentual. A andlise do volume de distribui¢do indica que todos os compostos em analise
possuem maior probabilidade de se distribuir melhor no plasma. Por apresentarem altos
valores de lipofilicidadeé indicado que os compostos possuam de moderada a alta
probabilidade de atravessar a BHE, e penetrar no SNC.

Os resultados de docking sugerem que os derivados tiazois apresentam um potencial
de atuar como intercalador pois possui boa afinidade de ligagdo com o complexo DNA-
topoisomerase, impedindo a religacdo das fitas clivadas podendo induzir apoptose. Como
perspectivas € necessario realizacdo do teste experimental por meio de eletroforese em gel de
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agarose para observar os efeitos dos derivados tiazdis contra a topoisomerase e ensaios

experimentais de fluorescéncia para verificar a interagédo dos compostos com a BSA.
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7. APENDICE

com a topo lla. (b) Interagdes do ligante 7a com os

Figura 21: (a) modo de ligagdo do composto 7a
aminoécidos circundantes.
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Figura 22: (a) modo de ligacdo do composto 7b com a topo Ila. (b) Interagdes do ligante 7b com os

aminoacidos circundantes.

, DC8
y, ASP541
; ! -
Luset |,

—r~ _TLAN

‘ iLEU616
' B .

W13

(ARG,
Interactions

- Conventional Hydrogen Bond D Fi-Anion

/ D Halogen (Fluorine) - Fi-Fi Stacked
|:| Pi-Cation - Pi-Pi T-shaped



61

Figura 23: (a) modo de ligacdo do composto 7c com a topo lla. (b) Interacbes do ligante 7c com os
aminoacidos circundantes.
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Figura 24: (a) modo de ligacdo do composto 7e com a topo lla. (b) Interacbes do ligante 7e com os
aminoacidos circundantes.
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Figura 25:(a)modo de ligagdo do composto 7f com a topo lla. (b) Interagcdes do ligante 7f com os aminoacidos
circundantes.
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Figura 26: (a)modo de liga¢do do composto 7g com a topo Ila. (b) Interagdes do ligante 7g com os aminoacidos
circundantes.
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