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RESUMO

As leucemias sdo neoplasias malignas caracterizadas pela proliferacdo de células imaturas do
sistema hematopoiético. A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) é uma neoplasia maligna
caracterizada pelo acumulo de mieloblastos na medula éssea e sangue periférico, sendo uma
das leucemias mais prevalentes no adulto. A heterogeneidade gendmica da doenca dificulta o
estabelecimento de protocolos de tratamento. J& a Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma
doenca mieloproliferativa rara caracterizada pelo acimulo de células mieloides e presenca do
cromossomo Philadelfia (Ph). Os inibidores de tirosina quinase sdo 0s principais agentes
quimioterapicos disponiveis, porém existem pacientes que ndo respondem adequadamente ao
tratamento. Portanto, a busca por novos compostos com atividade antitumoral é justificada.
Neste trabalho foi realizado estudo in silico para a busca dos alvos proteicos de nove
compostos com atividade antitumoral conhecida frente as linhagens THP-1 e K562. Trés
desses compostos sdo triterpenos (1 ao 3) e seis sdo analogos alcaloides de 3-alquilpiridina (4,
5, 6, 7, 8 € 9). Foi utilizada a metodologia de target fishing para a busca dos alvos, baseado no
principio da similaridade em que moléculas semelhantes podem se ligar aos mesmos alvos. O
banco de dados ChEMBL foi utilizado na busca de moléculas com atividade citotoxica frente
as linhagens THP-1 e K562, para em seguida serem comparadas aos compostos de interesse
por meio do célculo do coeficiente de Tanimoto (Tc), que avalia a similaridade entre
moléculas. O Tc foi calculado usando os fingerprints MACCS e PubChem. Os compostos
com valores de Tc maiores ou igual a 0,75 foram considerados para a pesquisa bibliografica
de alvos ja descritos na literatura. Outra estratégia foi 0 uso de servidores para a predicao de
alvo molecular. As proteinas 6-fosfofruto-2-quinase/frutose-2,6-bifosfatase 3 (PFKFB3) e
nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMT) foram indicadas como possiveis alvos para o
composto 7 e a fosfatase 2 indutora da fase M (CDC25B) para os compostos 1 e 3. As
estruturas cristalograficas desses potenciais alvos foram obtidas por meio do Protein Data
Bank (PDB). Os compostos 7, 1 e 3 foram submetidos a simulacdes de acoplamento
molecular com o programa GOLD. O estudo in silico foi bem-sucedido na busca de alvos
moleculares para 0 composto 7, visto que interacGes importantes descritas na literatura com o
sitio de ligacdo das proteinas PFKFB3 e NAMPT foram observadas. Por outro lado, o0s

compostos 1 e 3 ndo se ligaram no sitio de ligacdo da proteina CDC25B de forma favoravel.

Palavras-chave: Leucemia. Triterpenos. Analogos alcaloides de 3-alquilpiridina. Alvo

molecular. Target fishing. Acoplamento molecular.



ABSTRACT

Leukemias are malignant neoplasms characterized by the proliferation of immature cells of
the hematopoietic system. Acute Myeloid Leukemia (AML) is a malignant neoplasm
characterized by the accumulation of myeloblasts in the bone marrow and peripheral blood,
being one of the most prevalent leukemias in adults. The genomic heterogeneity of the disease
makes it difficult to establish treatment protocols. On the other hand, Chronic Myeloid
Leukemia (CML) is a rare myeloproliferative disease characterized by the accumulation of
myeloid cells and the presence of the Philadelfia (Ph) chromosome. Tyrosine kinase inhibitors
are the main chemotherapeutic agents available, but there are patients who do not respond
adequately to treatment. Therefore, the search for new compounds with antitumor activity is
justified. In this work, an in silico study was carried out to search for protein targets for nine
compounds with known antitumor activity against the THP-1 and K562 strains. Three
compounds are triterpenes (1 to 3) and six are alkaloid analogs of 3-alkylpyridine (4, 5, 6, 7, 8
and 9). The target fishing methodology was used to search for targets, based on the principle
of similarity in which similar molecules can bind to the same targets. The ChREMBL database
was used to search for molecules with cytotoxic activity against the THP-1 and K562 strains,
to then be compared to the compounds of interest by calculating the Tanimoto coefficient
(Tc), which assesses the similarity between molecules. The Tc was calculated using the
MACCS and PubChem fingerprints. Compounds with Tc values greater than or equal to 0.75
were considered for the bibliographic search of targets already described in the literature.
Another strategy was the use of servers for the prediction of molecular targets. The proteins 6-
phosphofruct-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase = 3  (PFKFB3) and  nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT) were indicated as possible targets for compound 7 and
phase M inducing phosphatase 2 (CDC25B) for the compounds 1 and 3. The crystallographic
structures of these potential targets were obtained using the Protein Data Bank (PDB).
Compounds 7, 1 and 3 were submitted to docking simulations with the GOLD program. The
in silico study was successful in the search for molecular targets for compound 7, since
important interactions described in the literature with the binding site of the PFKFB3 and
NAMPT proteins were observed. On the other hand, compounds 1 and 3 did not bind at the
CDC25B protein binding site favorably.

Keywords: Leukemia. Triterpenes. Alkaloid analogues of 3-alkylpyridine. Molecular target.
Target fishing. Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

As leucemias sdo neoplasias malignas caracterizadas pela proliferacdo de células
imaturas do sistema hematopoiético e sdo classificadas de acordo com a linhagem acometida,
mieloide ou linfoide, e o estado de maturacdo das células leucémicas, agudo ou crénico (AN;
FAN; XU, 2017). A leucemia mieloide aguda (LMA) consiste em um grupo heterogéneo de
neoplasias malignas relacionado com as células hematopoiéticas, representando um dos tipos
mais comuns da leucemia em adultos. A LMA é caracterizada por uma transformacéo clonal
das células precursoras hematopoiéticas, mediante processo de multiplas etapas, por meio da
aquisicdo de rearranjos cromossémicos ou diferentes mutacdes genéticas. A diminuicdo da
velocidade de autodestruicdo e parada na diferenciacdo celular, leva ao acimulo de
mieloblastos na medula d&ssea e sangue periférico (HASSERJIAN, 2013). Essa
heterogeneidade gendmica interfere diretamente na classificagdo da LMA e na definigdo dos
protocolos de tratamento (YU et al., 2020). JA& a leucemia mieloide crénica (LMC) e
caracterizada pela presenca da translocacdo t (9; 22) (g34; qll.2) que resulta em um
cromossomo 22 encurtado chamado cromossomo Philadelfia (Ph), que codifica a
oncoproteina de fusdo BCR-ABL1. A LMC é uma doenca mieloproliferativa caracterizada
pelo acimulo de células mieloides (POPHALI; PATNAIK, 2016). A LMC é rara, com uma
incidéncia anual de 1-2 casos por 100.000 individuos e um pico de incidéncia na sexta a
sétima década de vida (KOSCHMIEDER; VETRIE, 2018). O principal tratamento disponivel
€ 0 uso dos inibidores de tirosina quinase de primeira, segunda e terceira geracfes FACHI et
al., 2018). No entanto, uma proporcéao de pacientes ndo responde adequadamente a terapia ou
experimenta uma progressdo da doenca durante a terapia devido ao desenvolvimento de
resisténcia (POPHALI; PATNAIK, 2016).

No trabalho da pesquisadora Mariana Guerra de Aguilar do Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG em parceria com Grupo de Pesquisa em
Oncohematologia do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de
Farméacia da UFMG, foi avaliada a atividade citotoxica in vitro dos compostos 1, 2 e 3, sendo
estes triterpenos pentaciclicos. A citotoxicidade das amostras foi avaliada contra as linhagens
celulares tumorais humanas THP-1 (células de leucemia mieloide aguda, ATCC-TIB-202),
K562 (células de leucemia mieloide crénica, ATCC-CRL-3344), MDA-MB-231 (células de
carcinoma mamario, ATCC-HTB-26) e TOV-21G (células de carcinoma de ovéario, ATCC-
HTB-26). A citotoxicidade dos compostos frente a linhagem Wi-26VA4 (células de

fibroblastos de pulmdo, ATCC- CCL-75) foi usada para estabelecer o indice de seletividade.



13

Foram considerados neste trabalho apenas os resultados referentes as linhagens leucémicas
THP-1 e K562. Para a linhagem THP-1 os resultados para os compostos 1, 2 e 3 foram
comparaveis ao quimioterapico padrdo para o modelo em estudo, a citarabina (p>0,05). Para
a linhagem K-562, o composto 3 foi comparavel ao inibidor de tirosina quinase imatinibe
(p>0,05). Em relacdo a seletividade frente a linhagem THP-1, os compostos 1 (IS = 3,59), 2
(IS = 6,53) e 3 (IS = 4,82) apresentaram seletividade préxima a da citarabina (IS = 4,62).
Frente a linhagem K562 o composto 3 apresentou seletividade moderada (IS > 3) em relacdo
ao controle Imatinibe (1S = 6,63).

Além disso, em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa foi avaliada a
atividade citotdxica in vitro dos compostos 4, 5, 6, 7, 8 e 9, moléculas sintéticas analogas ao
alcaloide 3-alquilpiridinico, nas linhagens celulares humanas THP-1 (leucemia monocitica
aguda ATCC TIB-202) e K562 (leucemia mieloide cronica ATCC CCL-243) obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC) e células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) (ndo tumoral), utilizando como compostos citotoxicos padrées oS quimioterapicos
comumente utilizados nos modelos avaliados, citarabina e imatinibe. Foi observado ainda que
0s compostos induziram majoritariamente a morte celular por apoptose nas células leucémicas
(K562 e THP-1). Além disso, a progressao do ciclo celular para a fase de sintese (fase S) nas
linhagens leucémicas foi impedida pelos compostos testados. A inibicdo da progressdo do
ciclo celular depende principalmente da inibicdo da expressdo das ciclinas, que ativam as
CDKs (quinases dependentes de ciclinas) que sdo controladoras positivas do ciclo celular.
Para a linhagem THP-1, os compostos 4, 5, 6 e 7 foram comparaveis e mais seletivos em
relacdo a citarabina, composto ja utilizado como quimioterdpico (p<0,05). Ja na linhagem
K562 os compostos mais efetivos e seletivos foram o 8 e 9 (p<0,05), em comparacdo ao
imatinibe.

Nos ultimos anos, tém sido amplamente utilizados os métodos de determinacéo in
silico de alvos moleculares, também chamados target fishing. Em geral, estes métodos se
baseiam no principio da similaridade, indicam que moléculas similares podem se ligar aos
mesmos alvos e apresentarem atividades semelhantes. Em combinacdo com a aplicacdo dos
métodos de acoplamento molecular, estas estratégias sdo Uteis para a predicdo do modo de
ligacdo entre as substancias estudadas e o(s) alvo(s) molecular(es) preditos (CERETO-
MASSAGUE et al., 2015a).

Nesse contexto, 0 emprego de técnicas computacionais para determinacdo de
alvos moleculares e estudo de mecanismo de acdo de compostos citotoxicos se torna uma

ferramenta com boa acuracia e baixo custo. Portanto, o presente estudo teve por objetivo
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identificar os possiveis alvos moleculares dos compostos 1 a 9 que apresentaram atividade
citotoxica frente as linhagens celulares THP-1 e K-562, utilizando métodos in silico de

similaridade e acoplamento molecular.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer é uma doenca genética que ocorre quando a informacgdo contida no DNA
celular é corrompida, levando a padrfes anormais de expressdo génica. O principal
mecanismo pelo qual ocorre essa alteracdo do codigo genético é através do acumulo de
mutacdes, embora haja um reconhecimento crescente do papel das mudangas ndo mutacionais
(epigenéticas) no processo. A expressdo génica aberrante leva a uma série de mudancgas em
processos biologicos fundamentais dentro das células cancerosas (HARRINGTON, 2011).

As principais alteracbes fisiologicas das células cancerigenas incluem:
proliferacdo autossuficiente, evasdo da supressdo do crescimento, invasdao de tecido e
metéstase, imortalidade replicativa, inducdo de angiogénese, resisténcia a morte celular,
desregulacdo do metabolismo energético celular, instabilidade gendmica, promocao tumoral
da inflamacao e evasao imunoldgica (HANAHAN; WEINBERG; 2011).

A classificacdo do céncer baseada no 6rgdo de origem tem sido utilizada com
sucesso por muito tempo, sendo divididos em tumores sélidos (por exemplo: cancer de mama,
cancer de pulmédo, cancer de cdlon, cancer colorretal, cancer de prostata) e tumores liquidos
(as leucemias). Com a evolucdo das técnicas moleculares de diagndstico, um numero
crescente de alteracfes genéticas e epigenéticas tém sido consideradas na identificacdo dos
tipos de canceres. Apesar de cada tumor ser Unico, a classificacdo do tumor e o diagnostico
molecular podem beneficiar os individuos com base na premissa de que tumores semelhantes
surgem, evoluem e se comportam de maneiras semelhantes (OGINO et al., 2012).

O cancer é a segunda causa de morte em todo o mundo e relatorios recentes
revelaram que até 2025, um aumento de 19,3 milhGes de novos casos por ano é esperado.
Cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo as principais terapias anticancer convencionais. No
entanto, a eficacia limitada dessas terapias e seus graves efeitos colaterais tém incentivado a
busca por novos agentes anticancer baseados em produtos naturais como terapias unicas ou

em combinag&o com outros agentes (TALIB, 2018).



15

2.2 Leucemias

As leucemias sdo neoplasias malignas caracterizadas pela proliferacdo de células
imaturas do sistema hematopoiético, resultante da parada da maturacdo celular ou
diferenciacdo anormal, levando ao acimulo de células imaturas na medula 6ssea (PEJOVIC;
SCHWARTZ, 2002).

As leucemias séo classificadas conforme a linhagem celular acometida, mieloide
ou linfoide, e de natureza aguda ou cronica. As leucemias cronicas se caracterizam pela
proliferacdo excessiva de células maduras e sdo raras em pacientes pediatricos, sendo mais
comuns em adultos e idosos. Nas leucemias agudas, por outro lado, as células sdo imaturas e
incapazes de se diferenciarem, comumente ocorrem em pacientes de todas as idades e séo
potencialmente fatais com evolucdo rapida se ndo forem prontamente tratados (AN; FAN;
XU, 2017).

2.3 Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca clonal do tecido
hematopoiético, caracterizada pela proliferacdo anormal das células progenitoras mieloides,
resultando em uma geracéo insuficiente de células sanguineas maduras normais (SONG et al.,
2018). A LMA é uma neoplasia mieloide clonal agressiva com parada da maturacdo da
mielopoiese, levando ao acUmulo de mieloblastos na medula Ossea e/ou no sangue
(HASSERJIAN, 2013). A LMA tem a maior incidéncia em comparacdo com outras leucemias
agudas e também a maior taxa de mortalidade entre as doencas do sistema hematoldgico
(LIN; CHEN, 2018).

As células-tronco leucémicas (CTLS) estdo envolvidas na patogénese e sao a fonte
de manutencdo das células leucémicas. Pacientes com um numero maior de CTLs no
diagndstico tém risco significativamente maior de recidiva do que pacientes com menos
LSCs. Células-tronco hematopoéticas (CTHSs) normais e progenitores podem ser convertidos
em CTHs pré-leucémicas quando ocorrem mutacdes precoces. CTHs pré-leucémicas tém
melhor vantagem clonal que as CTHs normais e ndo perdem sua capacidade de diferenciacao.
Com o actmulo de mutagdes, as CTHSs pré-leucémicas sdo eventualmente transformados em
CTLs, que iniciam a LMA (TAN et al., 2020) (Figura 1).

A LMA ¢é uma neoplasia caracterizada por anormalidades cromossomicas,

mutacdes genéticas recorrentes, modificacdes epigenéticas que afetam a estrutura da
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cromatina e desregulam micro RNAs. Heterogeneidade gendmica, variabilidade individual
dos pacientes, e mutacdes genéticas recorrentes sdo alguns dos obstaculos entre 0os muitos
fatores que afetam a eficécia do tratamento dos pacientes com LMA (YU et al., 2020).

Figura 1 - A origem das células-tronco leucémicas.
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Fonte: TAN et al., 2020.

Legenda: HSCs, céluas-tronco hematopoiéticas; LSCs, células-tronco leucémicas; AML, leucemia mieloide
aguda; MMP, progenitor multipotente; mCMP, progenitor mieloide comum; MEP, progenitor megacaridcito-
eritrcito; GMP, progenitor granulécito-macréfago.

De 1977 até 2001, o sistema criado pelo grupo colaborativo de hematologistas
Franco-Americano-Britanico (FAB), que é baseado em caracteristicas citomorfoldgicas e
citoquimicas e imunofenotipicas das células leucémicas, foi utilizado para classificar a LMA
em oito grupos (M0-M7). Em 2001, uma nova classificacdo da LMA foi desenvolvida e
publicada com contribuicdo da Organizacdo Mundial da Satude (OMS), Associacdo Europeia
de Hematopatologia e Sociedade de Hematopatologia (TAMAMY AN et al., 2017).

Com a aplicagdo de novas técnicas moleculares, como as tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo, uma enorme diversidade de mutacGes genéticas tem sido
identificada (YU et al., 2020). Quase todos os pacientes com LMA (97%) carregam pelo
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menos uma mutacdo somatica. As diretrizes da OMS utilizam alteragbes citogenéticas e
mutacdes genéticas recorrentes, descritas pela primeira vez em 2008 e atualizadas em 2016,
para a classificacdo da LMA. AlteracBes citogenéticas e anormalidades genéticas sdo Uteis
para estratificacdo do risco e também pode ajudar na escolha do tratamento (TALATI,
SWEET, 2018).

Em 2016 a OMS langou uma nova versdo da classificagdo das neoplasias
mieloides e leucemias agudas. Para a LMA foram incorporadas informacGes genéticas a
morfologia, imunofenotipagem e apresentacdo clinica para definir seis principais entidades
patoldgicas: LMA com anormalidades genéticas recorrentes; LMA com caracteristicas
relacionadas a mielodisplasia; LMA relacionada a terapia; LMA ndo especificada de outra
maneira; sarcoma mieloide; proliferacdo mieloide relacionada a Sindrome de Down. Entre 0s
casos de LMA com anormalidades genéticas recorrentes, 11 subtipos foram delineados de
acordo com translocacbes cromossomicas distintas (KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY,
2016). A OMS continuou a definir a LMA com foco em citogeneética e subgrupos genéticos
moleculares. Um grande nimero de anormalidades citogenéticas foi reconhecido na LMA, e a
maioria das que ndo foram formalmente reconhecidas pela classificacdo sao raras (ARBER et
al., 2016).

O diagnostico baseia-se na demonstracdo de que a medula ou sangue tem mais
que 20% de blastos de linhagem mieloide. A linhagem dos blastos é avaliada também por
citometria de fluxo, sendo CD33 e CD13 marcadores de superficie tipicamente expressos por
blastos mieloides (ESTEY, 2016). O diagndstico da LMA também pode ser estabelecido na
presenca de tecido extramedular infiltrado, ou presenca de t(8;21), inv(16) ou t(15;17) em um
cenario clinico apropriado, independentemente do percentual de blastos (KOUCHKOVSKY;
ABDUL-HAY, 2016).

TranslocacBes cromossémicas, como t(8;21) ou t(15;17) na Leucemia
Promielocitica Aguda (LPA) resultam na formacdo das proteinas quiméricas RUNX1-
RUNX1T1 e PML-RARA, respectivamente, que alteram o processo normal de maturacdo das
células precursoras mieloides. Além dos grandes rearranjos cromossémicos, alteracdes
moleculares também implicam no desenvolvimento da LMA (KOUCHKOVSKY; ABDUL-
HAY, 2016). MutacGes em genes que codificam modificadores epigenéticos, como
DNMT3A, ASXL1, TET2, IDH1 e IDH2, séo adquiridas precocemente e estdo presentes no
clone fundador. Esses genes mutados sdo frequentemente encontrados em individuos idosos
com expansdo clonal da hematopoiese. Além disso, essas muta¢Ges podem persistir apds o

tratamento, levar a expansdo clonal durante a remissdo hematoldgica, e eventualmente a
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recidiva da doenca. Por outro lado, mutacdes envolvendo NPM1 ou moléculas de sinaliza¢éo
como FLT3 e RAS, tipicamente sdo eventos secundarios que ocorrem durante a
leucemogénese (BULLINGER; DOHNER K.; DOHNER H., 2017).

MutacGes que resultam na ativacdo das vias pré-proliferativas como FLT3
(duplicagbes internas em tandem - DIT), e mutagdes no dominio tirosino quinase, K/NRAS,
TP53 e c-KIT sdo encontradas em aproximadamente 28, 12, 8 e 4% dos casos,
respectivamente. Estudos de neoplasias malignas solidas e hematoldgicas também destacaram
0 papel do transdutor de sinal e ativador da transcricio 3 (STAT3) no estimulo da
sobrevivéncia e proliferacdo celular. O aumento da fosforilacdo de STAT3 devido a elevagéo
na secrecdo de interleucina 6 ou mutagGes no receptor de tirosina quinase (por exemplo,
duplicacbes FLT3 ou menos frequente JAK2) é observado em mais de 50% dos casos de
LMA e significa pior prognostico. Mutagdes que incluem os genes NPM1 e CEBPA, que séo
encontradas em aproximadamente 27% e 6% dos casos, respectivamente, conferem melhor
prognostico. Mutacdes em genes relacionados com a metilagdo do DNA como DNMT3A,
TET2, IDH-1 e IDH-2, sdo encontradas em mais de 40% dos casos de LMA
(KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).

Embora mais de um fator conduzam a doenga, certas anormalidades sdo mais
comuns que outras. Por exemplo, mutacées na NPM1 (ocorrendo em aproximadamente 30%
de todos os casos de LMA e 50%-60% dos casos de LMA citogeneticamente normais) e
FLT3 (ocorrendo em aproximadamente 30% dos pacientes com LMA de novo) estdo entre as
mutac6es mais comuns na LMA. Mutacdes e anormalidade cromossémicas podem co-ocorrer
em uma variedade de combinacgdes, que podem alterar seu impacto prognéstico (TALATI;
SWEET, 2018).

Existem varias abordagens para o tratamento da LMA, que incluem
quimioterapia, terapias alvo especificas, imunoterapia, e transplante de células-tronco
hematopoiéticas. As dificuldades do tratamento refletem-se principalmente na resisténcia aos
medicamentos, incluindo a primaria, que existe antes do tratamento, e a secundaria, que se
desenvolve devido ao uso repetido de alguns quimioterapicos de inducdo. Isso leva aos
refratarios e/ou a recaida e reduz a sobrevida dos pacientes com LMA (LIN; CHEN, 2018).

A quimioterapia de inducdo intensiva permaneceu inalterada por mais de quatro
décadas e é a espinha dorsal da terapia. Para adultos jovens (com idade <60 anos) e idosos
aptos, o regime intensivo de citarabina e antraciclina “7 + 3” ¢ o tratamento padrdo, que
combina sete dias de infusdo continua de citarabina (100-200 mg/m? diariamente) com trés

dias de antraciclina, tipicamente daunorrubicina (45-90 mg/m? diariamente) ou idarrubicina
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(12 mg/m? diariamente). O objetivo da quimioterapia de indugdo é alcancar a remissdo
completa (RC) morfoldgica. Assim, pacientes com LMA de novo atingem a RC em 65-73%
dos casos usando indugdo padrdo com ‘7 + 3°, enquanto apenas 38-62% dos pacientes com
mais de 60 anos com LMA atingem RC (MERDINGER et al., 2016). A dose padréo de
citarabina consiste em 100-200 mg/m? administrados diariamente como infusdo continua por
sete dias. Embora estudos tenham demonstrado maior eficacia em doses mais altas, esse
beneficio adicional é pequeno considerando o aumento da toxicidade, a terapia de inducédo
com altas doses de citarabina é geralmente reservada para a doenca refrataria. A combinacéo
de fludarabina, citarabina, G-CSF e idarrubicina (FLAG-IDA), tradicionalmente utilizada
para o tratamento da recaida, também se mostrou uma alternativa razoavel para os regimes de
inducdo padrdo e apresentou resultados similares nas taxas de RC e sobrevida
(KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).

Uma abordagem ideal para pacientes idosos ainda ndo foi estabelecida. Individuos
com idade acima de 65 anos sd80 menos propensos a responder a quimioterapia e s&@o
frequentemente mais suscetiveis a toxicidades relacionadas ao tratamento. No entanto, apesar
de um significante pior prognostico, a terapia de inducdo melhora a sobrevida em pacientes
com idade acima de 65 anos quando comparada aos cuidados de suporte e quimioterapia
paliativa (KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016).

A consolidacdo ou terapia de pés-inducdo € dada para prevenir a recaida e
erradicar a leucemia residual minima na medula 6ssea apos a indu¢do como uma ponte para o
transplante ou para alcancar a cura. A avaliacdo da doenca residual minima usando reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real ou sequenciamento de proxima geracao esta sendo cada
vez mais usada para ajudar a rastrear a resposta ao tratamento e tem se mostrado superior a
morfologia isolada na previsdo de recaida iminente (MERDINGER et al., 2016).

Em geral, existem duas estratégias principais para consolidacdo; quimioterapia
(incluindo agentes direcionados) e transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH).
Ambas as estratégias podem ser utilizadas isoladamente ou mais comumente em combinacao,
dependendo do tipo de leucemia, da adequacédo do paciente e da disponibilidade de um doador
de células-tronco. Uma das decisGes de tratamento mais importantes na LMA € estimar o
beneficio e o risco associados ao TCTH alogénico em primeira remissdo para um determinado
paciente. (MERDINGER et al., 2016).

Durante a dUltima década, estudos gendmicos de neoplasias hematoldgicas
identificaram um espectro de alteracfes somaticas recorrentes que contribuem para a iniciacao

e manutencdo de LMA, e que conferem sensibilidade a terapias direcionadas molecularmente.
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Algumas dessas novas drogas inibidoras direcionadas aumentaram a eficacia do tratamento da
LMA (LIN; CHEN, 2018).
Muitos estudos investigaram o papel dos agentes seletivos, particularmente os
inibidores de tirosina quinase em pacientes com LMA FLT3-mutado (POLLYEA, 2018).
Outras estratégias que incluem os inibidores IDH-1/IDH-2, CPX-351, gemtuzumab
ozogamicina (GO) e o venetoclax foram direcionadas a uma subpopulacdo especifica de
pacientes com LMA e ja foram aprovadas ou seguem em estudo (BURNETT; STONE, 2020).
Os inibidores de FLT3 podem ser considerados a maior familia de agentes alvo-
especificos. Estes sdo divididos em duas categorias principais. Os medicamentos de primeira
geracdo incluem sorafenibe, lestaurtinibe, midostaurina, sunitinibe, e tandutinibe. O
sorafenibe, amplamente usado, demonstrou desempenhar um papel importante no tratamento
da LMA refrataria ou recidiva em pacientes com mutacGes em FLT3. Os agentes de segunda
geracdo, prometendo ter maior poténcia e causar menos efeitos colaterais, incluem
crenolanibe, quizartinibe e cabozantinibe. No entanto, o grande desafio no uso de inibidores
de FLT3 é a resisténcia. As mutacfes pontuais que levam a resisténcia incluem N676, F691 e
D835, juntos com o FLT3-DIT (LIN; CHEN, 2018).

Ambas as isoformas mutadas da enzima isocitrato desidrogenase (IDH)
contribuem para a leucemogénese através da superproducdo do oncometabolito 2-
hidroxiglutarato (a0 invés de alfa-cetoglutarato produzido pela enzima selvagem). O
enasidenibe foi aprovado pelo FDA em agosto de 2017 para pacientes com LMA recidivada
ou refrataria com IDH-2 mutado. O ivosidenibe também foi desenvolvido para pacientes com
LMA recidivada/refrataria (com IDH-1 mutado) e apresentou atividade similar ao
enasidenibe. A aprovacdo pelo FDA ocorreu em julho de 2018. Desde entdo, o0 medicamento
foi aprovado como agente Unico em pacientes com IDH-1 mutado que antes ndo eram tratados
por ndo se adequarem a quimioterapia padrdo (BURNETT; STONE, 2020; MARTELLLI et al.
2020). Entre os pacientes com LMA recidivada/refrataria, ambos os agentes produziram taxas
de RC da medula 6ssea de 30% a 40% e sobrevida média de 8 a 9 meses. Ambos os agentes
estdo sendo investigados em combinacdo com quimioterapia intensiva ou terapias de
hipometilacdo entre pacientes com as mutacbes correspondentes (KANTARJIAN;
KEATING; FREIREICH, 2018).

O CPX-351 é um lipossomo em nanoescala que possui a relacdo molar fixa (5:1)
de citarabina e daunorrubicina. Foi provado que este lipossomo possui uma combinacao ideal,
maximizando o sinergismo e evitando antagonismo. Ensaios clinicos mostraram uma

vantagem Obvia em pacientes idosos com LMA secundéaria (LMAs, ou seja, LMA relacionada
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a terapia ou LMA com historico de alteracdo hematoldgica prévia). Um estudo randomizado,
multicéntrico, aberto, fase Il comparou CPX-351 (100 U/m?) com daunorrubicina (60
mg/m?) mais citarabina (100 mg/m?) em 309 pacientes idosos com idade entre 60 e 75 anos
com LMA de alto risco. Os resultados indicaram que o grupo CPX-351 alcangou melhor
tempo de sobrevida e maiores taxas de RC (LIN; CHEN, 2018).

O gemtuzumab ozogamicina (GO) é um conjugado anticorpo-droga anti-CD33
que atua nas células leucémicas com a caliqueamicina toxica associada ao anticorpo. CD33 é
expresso por mais de 80% das LMAS. O GO foi inicialmente aprovado em 2000 para
pacientes idosos (com mais de 60 anos) com LMA refrataria/recidiva, mas foi retirado
voluntariamente em 2010 por preocupacdes com a seguranca. A dosagem foi revisada em
novos estudos sendo associada a menor toxicidade. Ele foi aprovado novamente em setembro
de 2017 tanto para as leucemias recem-diagnosticadas quanto para LMA refrataria/recidiva
com CD33 positivo (KOENIG et al., 2020).

A sinalizagdo da proteina Bcl-2 prolonga a sobrevivéncia das ceélulas
cancerigenas. O venetoclax, um inibidor da Bcl-2, demonstrou beneficio no tratamento da
leucemia linfocitica crénica (LLC). Como agente Unico, teve atividade modesta na
recuperacdo da LMA, com uma taxa de resposta de 18%. No entanto, com base em estudos
pré-clinicos, foram realizados ensaios combinando venetoclax com azacitidina, decitabina e
citarabina em baixas doses. Esses ensaios demonstraram altas taxas de RC de 60% a 70% em
pacientes idosos recem-diagnosticados com LMA que ndo eram adequados para
quimioterapia intensiva. A mortalidade por inducdo foi inferior a 5% (KANTARJIAN;
KEATING; FREIREICH, 2018).

A LMA ¢ uma doenca complexa, com uma paisagem genética diversa. O campo
estd se expandindo rapidamente, com maior compreensao da fisiopatologia e potenciais novos
alvos de drogas (MERDINGER et al., 2016). Os tratamentos medicamentosos para LMA
incluem quimioterapia, terapia alvo especifica, e imunoterapia. Dentre as diferentes
quimioterapias, o regime padrdao “7+3” ¢ o de primeira escolha, mas os pesquisadores fizeram
progresso significante neste regime com base na condicdo dos pacientes (LIN; CHEN, 2018).

A natureza heterogénea da LMA dificulta a escolha do tratamento mais adequado
uma vez que oS pacientes muitas vezes preenchem o0s requisitos para uso de mais de uma
droga. Dessa forma, mais estudos precisam ser conduzidos para avaliar a seguranca e eficacia
das associagdes das drogas ja disponiveis.

Apesar das melhorias na terapia direcionada, tornou-se evidente que as terapias de

farmaco Unico tém menor probabilidade de sucesso do que as terapias de multifarmacos com



22

diferentes alvos. Embora o transplante de células-tronco alogénicas tenha sido
tradicionalmente considerado a melhor estratégia nesse cenario, os dados disponiveis sugerem
que ele pode ndo ser a estratégia mais eficaz para a erradicagdo da doenca residual minima.
Novos agentes como farmacos com alvos moleculares (inibidores de FLT3 ou IDH) ou
agentes baseados em anticorpos monoclonais, incluindo conjugados anticorpo-farmaco e
anticorpos biespecificos podem melhorar as estratégias terapéuticas para erradicar a
persistente doenca residual minima ap6s regimes citotoxicos (MERDINGER et al., 2016).

Dessa forma, as opcdes de tratamento atualmente aplicadas na LMA possuem
significativas limitacGes, sendo necessdria a busca de novos alvos terapéuticos e o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento (KAYSER; LEVIS, 2018; STEIN;
TALLMAN, 2016).

2.4 Leucemia Mieloide Croénica

A leucemia mieloide cronica (LMC) é um distdrbio clonal de células-tronco
hematopoiéticas, caracterizado por uma translocacdo reciproca que envolve a fusdo do
oncogene de Abelson (ABL) localizado no cromossomo 9934 com a regido do ponto de
interrupcdo (BCR) no cromossomo 22ql11.2.1., t (9;22) (q34; g11.2), que resulta em um
cromossomo 22 encurtado chamado cromossomo Philadelfia (Ph), que codifica a
oncoproteina de fusdo BCR-ABL1. Essa proteina tem uma atividade constitutiva de tirosina
quinase, que estimula a transformacdo hematopoiética e a mieloproliferacdo. A isoforma
predominante da BCR-ABL € uma proteina de 210 kDa que esta presente em mais de 90%
dos pacientes com LMC (POPHALI; PATNAIK, 2016). A proteina resultante da fusdo BCR-
ABL1 causa uma ativacdo andémala das vias de transducédo de sinal intracelular, levando a um
genoma instavel, proliferacdo celular anormal e amplificacdo dos clones de LMC
(LOSCOCCO et al., 2019).

Existem trés fases da LMC durante a progressdo natural da doenca: uma fase
crénica inicial, seguida de uma fase acelerada para uma fase blastica ou diretamente seguida
pela crise blastica. A fase acelerada e a fase blastica sdo frequentemente associadas com
anormalidades citogenéticas adicionais (QING et al., 2018) (Figura 2). Mais de 90% dos
casos de LMC sdo diagnosticados na fase cronica. Cerca de 50% dos pacientes sdo
assintomaticos nessa fase e a doenga é diagnosticada em exames de sangue de rotina. Nesse
estagio inicial, granuldcitos maduros ainda sdo produzidos, mas existe um aumento de células

progenitoras mieloides no sangue periférico (BAVARO et al., 2019). A maioria dos casos de
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LMC na fase cronica pode ser diagnosticada por achados no sangue periférico combinado
com a deteccdo de t(9;22) (934.1;911.2), ou mais especificamente, BCR-ABLL1 por técnicas
de genética molecular. No entanto, um aspirado de medula 6ssea € essencial para garantir
material suficiente para um cariétipo completo e avaliacdo morfoldgica para confirmar a fase
da doenca (ARBER et al., 2016). Apenas 5% dos pacientes com LMC s&o diagnosticados nas
fases acelerada ou blastica (QING et al., 2018). Embora a fase acelerada da LMC tenha se
tornado menos frequente na era da terapia com inibidores de tirosina quinase, ainda nao existe
um consenso universal em relacdo a esta definicdo. O critério para fase acelerada na
classificacdo revisada pela OMS inclui parametros hematolégicos, morfologicos e
citogenéticos que sdo complementados por parametros adicionais geralmente atribuidos a
evolucdo genética e manifestados por evidéncias de resisténcia aos inibidores de tirosina
quinase (ARBER et al., 2016). A fase blastica da LMC é um evento clinico grave que pode
ser definido quando ha 20% ou mais blastos no sangue ou na medula 6ssea ou quando é
observada uma proliferagdo extramedular de blastos (QING et al., 2018). No entanto, como o
inicio da fase blastica linfoide pode ser bastante repentino, a detec¢do de qualquer linfoblasto
“bona fide” no sangue ou medula, deve suscitar preocupagao por uma possivel fase blastica
linfoide iminente e estudos laboratoriais e genéticos devem ser solicitados para excluir essa
possibilidade (ARBER et al., 2016).



Figura 2 — Desenvolvimento e progresséo da LMC.

Normal
hematopoiesis

AN

Additional
mutation(s)

TKis Relapse %

CML stem cells

Fonte: ITO, 2013.

Legenda: A leucemia mieloide crbnica (LMC) é iniciada pela translocacdo BCR-ABL1 em células-tronco
hematopoéticas, que leva a expansdo das células mieloides enquanto permite a diferenciacdo (CP-CML, LMC
em fase crénica). Translocagdes cromossdmicas secundarias, como NUP98-HOXA9 ou AMLI1-EVI1, ou
mutacBes em p53 ou INK4A desencadeiam a progressdo da doenca para uma fase mais avangada (BC-CML,
crise blastica LMC), com perda progressiva da capacidade de diferenciar e aumento da expansdo de células
blasticas imaturas. Embora os inibidores da tirosina quinase (TKIs) direcionados a atividade da quinase BCR-
ABL1 possam matar as células progenitoras que expressam oncogene, eles sdo incapazes de eliminar as células-
tronco da LMC, levando a um risco aumentado de recidiva da doenca ap6s a descontinuacéo da terapia com TKI.

A LMC é rara, com uma incidéncia anual de 1-2 casos por 100.000 individuos e
um pico de incidéncia na sexta a sétima década de vida. A grande maioria (85-90%) dos
pacientes se apresenta na fase cronica e, se nao tratada, progride para a fase acelerada e para a
crise blastica em cinco anos, assemelhando-se a uma leucemia aguda com mau prognostico
(KOSCHMIEDER; VETRIE, 2018).

O diagnostico de LMC requer a deteccdo de BCR-ABLL1, geralmente realizada
por reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa (RT-PCR) e hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH). No entanto, pacientes com LMC geralmente sdo assintomaticos, a
menos que estejam em estagio avancado ou tenham esplenomegalia (OGASAWARA et al.,
2019).

A LMC é diagnosticada por meio de contagem completa das células sanguineas
com diferencial, esfregaco de sangue periférico, exame de esplenomegalia e aspiracdo de

medula 6ssea com bidpsia. O diagnoéstico definitivo da LMC baseia-se na presenca do
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cromossomo Ph (t [9; 22]) e / ou a translocacdo BCR-ABL. O Ph é analisado por analise
citogenética das células da medula 6ssea, que é essencial no diagnostico, porque isso também
ird revelar se existem lesGes citogenéticas adicionais, o que implica doenca de fase avancada
(RADICH; MAURO, 2017).

A farmacoterapia da LMC baseia-se principalmente em inibidores da tirosina
quinase (TKIs). O primeiro inibidor BCR-ABL a ser utilizado na prética clinica foi o mesilato
de imatinibe, que demonstrou taxas de resposta superiores, tolerabilidade, menor
probabilidade de progressdo para fase acelerada, e beneficio de sobrevida comparado ao
interferon-o, associado a citarabina (FACHI et al., 2018).

Com o uso de imatinibe, a sobrevida de pacientes com LMC melhorou
drasticamente. No entanto, com o tempo, 20 a 30% dos pacientes desenvolvem resisténcia ao
TKI, comumente atribuivel a muta¢Ges no dominio da quinase BCR-ABLL. Alguns pacientes
falham na terapia apesar da inibicdo da BCR-ABL1, implicando a ativagdo de mecanismos
alternativos de resisténcia. E 5-10% descontinuam a terapéutica secundaria devido a ma
tolerabilidade. Isso levou ao desenvolvimento de novos TKIs, como nilotinibe, dasatinibe,
bosutinibe e ponatinibe (POPHALI; PATNAIK, 2016).

A segunda geracdo (dasatinibe, nilotinibe e bosutinibe) é considerada mais
potente e eficaz do que o imatinibe em doentes resistentes ao imatinibe recentemente
diagnosticados. O ponatinibe e o radotinibe (TKI de terceira geracdo) sdo eficazes em
pacientes refratarios ao dasatinibe ou ao nilotinibe e a mutacdo T3151 (FACHI et al., 2018).
No inicio, esses pacientes com T315I foram tratados até que obtivessem uma boa resposta e,
em seguida, receberam transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico. No
entanto, os dados de longo prazo com ponatinibe, particularmente com reducdo da dose de 45
mg por via oral diariamente (dose aprovada pela FDA, mas associada a efeitos colaterais
graves, incluindo hipertensdo em >50%, doenca vaso-oclusiva grave em 20% a 30% e
erupcgdes cutaneas em 20% a 30%) a 30 ou 15 mg por dia, sdo positivos. 1sso da aos pacientes
a opcdo de continuar terapia oral, incluindo TKIs de segunda ou terceira geracdo, se for
observada uma boa resposta (citogenética) ou passar para 0 TCTH alogénico devido a
questdes de custo, toxicidade ou escolha do paciente / médico (KANTARJIAN; KEATING,;
FREIREICH, 2018).

Apesar do sucesso do imatinibe e de outros TKIs na melhora dos resultados da
LMC, uma proporcdo de pacientes ndo responde adequadamente a terapia ou experimenta
uma progressao da doenca durante a terapia. A proporcdo de pacientes que responde depende

do tempo de avaliagdo e da escolha do TKI. Os TKIs de segunda e terceira geralmente
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fornecem uma resposta mais rapida e taxas superiores de resposta molecular profunda. As
taxas de progressdo, no entanto, parecem relativamente constantes em todo o espectro de
TKIs (YURTTAS; ESKAZAN, 2020).

2.5 Maytenus quadrangulata

Os recursos naturais tém sido usados ha milhares de anos para combater doencas
humanas. Durante a Ultima década, o interesse pelos produtos naturais e seus mecanismos de
acéo foi intensificado e, agora, substancias que ocorrem naturalmente desempenham um papel
cresente na descoberta e desenvolvimento de medicamentos (BEDNARCZYK-CWYNAR;
ZAPRUTKO, 2015).

Produtos naturais tém sido a base da quimioterapia para cancer nos ultimos 50
anos. Trés quartos dos farmacos atualmente disponiveis sdo produtos naturais ou relacionados
a eles. Mais de 60% dos 140 agentes antitumorais aprovados desde 1940 podem ser
relacionados a um produto natural. Em 2000, 57% de todos os farmacos em ensaios clinicos
para cancer eram produtos naturais ou seus derivados. Quando comparados aos compostos
quimicos sintéticos, os produtos naturais apresentam um perfil favoravel de absorcdo e
metabolismo pelo organismo com baixa toxicidade. Também ¢é demonstrado que o0s produtos
naturais possuem mecanismos diversos e podem atingir varias vias que estdo alteradas nas
células cancerosas para alcancar maior eficacia terapéutica (SIVEEN et al., 2017).

Apesar da grande diversidade estrutural dos terpenoides, estes compostos
possuem a mesma origem biossintética sendo formados a partir da fusdo repetida de unidades
de isopreno (CsHs), € o numero de unidades fundidas determina sua classificagcdo
(AGUILAR, 2019). Suas estruturas podem ser lineares (principalmente derivados de
esqualeno) ou podem ser compostas por um numero de ciclos compreendidos entre um e
cinco. Os triterpenos ciclicos sdo de interesse medicinal devido a ampla gama de atividades
biologicas que eles podem exercer, como: antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante,
antiviral, antibacteriana e antifingica. Considerando essas atividades, existe a interacdo dos
triterpenos bioativos em diferentes alvos, incluindo fator de necrose tumoral, STAT3, receptor
toll-like (TLR) e PI3K/Akt/mTOR (PERON et al., 2018).

Os triterpenos pentaciclicos ndo s6 possuem atividades farmacologicas
significativas, mas sdo isentos de toxicidade proeminente. Portanto, estes triterpenos podem

ser considerados como compostos promissores para o desenvolvimento de farmacos. O &cido
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ursélico é um exemplo recente de um triterpeno bem conhecido como modelo de composto
bioativo a ser usado na descoberta de farmacos (PERON et al., 2018).

A Maytenus quadrangulata é uma planta encontrada na caatinga e na mata
atlantica brasileira, popularmente conhecida como espinho-de-deus. Espécies do género
Maytenus sdo utilizadas na medicina popular como agentes antitumorais, analgésicos,
antiulcerogénicos, antiasmaticos, anti-inflamatorios, antimicrobianos e para o tratamento de
problemas estomacais (AGUILAR, 2019).

Os compostos 1, 2 e 3 (Figura 3), que sdo triterpenos pentaciclicos, foram
isolados do extrato hexanico das folhas de Maytenus quadrangulata. Os resultados da
avaliacdo da atividade citotoxica desses compostos evidenciaram o potencial dos extratos das
folhas de M. quadrangulata frente as linhagens leucémicas THP-1 e K562. Portanto, no
contexto de desenvolvimento de novos farmacos e considerando a diversidade de
caracteristicas fenotipicas das células tumorais provenientes das mutacdes genéticas e
alteracOes epigenéticas presentes nas leucemias se faz necessario o estudo do mecanismo de

acdo de compostos com potencial antitumoral.

Figura 3 — Estrutura dos triterpenos 1, 2 e 3.

Fonte: Elaborada pela autora.

2.6 Alcaloides marinhos

Nos ultimos dez anos, muita atencdo tem sido dada ao desenvolvimento de
farmacos a partir de produtos naturais marinhos, bem como seus analogos sintéticos e
semissintéticos (LONG et al., 2018). Os alcaloides marinhos sdo uma das principais classes
de metabdlitos secundarios isolados de diferentes organismos marinhos tais como

cianobactérias, tunicados, ascidios, anémonas e esponjas (MEHBUB et al., 2014). Esses
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compostos possuem diferentes atividades biologicas descritas na literatura tais como anti-
inflamatdria, antimicrobiana e antimalarica. A incidéncia de atividade bioldgica em
compostos derivados de fontes marinhas é alta, principalmente no que diz respeito a
citotoxicidade, em que extratos de espécies marinhas superam o0s de origem terrestre
(IMPERATORE et al., 2014). Portanto, como os alcaloides marinhos bem como os seus
analogos sintéticos destacam-se pela sua marcante citotoxicidade, isso 0s torna atraentes para
0 desenvolvimento de novas drogas para o tratamento do cancer.

As espécies de esponjas Theonella sp (ordem Lithistida) sdo uma rica fonte de
alcaloides 3-alquilpiridinicos (3-APAs) estruturalmente diversos e biologicamente ativos,
como as teoneladinas A-D. Os 3-APAs existem como estruturas abertas, ciclicas ou
policiclicas e consistem em um piridinio ou porcao tetra-hidropiridina que esta conectada a
uma cadeia alquil de comprimento variavel, geralmente nas posi¢des 1 e / ou 3 (BARBOSA et
al., 2018). Varios estudos ja confirmaram a atividade citotoxica dos analogos sintéticos de
alcaloides marinhos, relatando a¢Ges antiangiogénica, anti-proliferativa, inibicdo da atividade
da topoisomerase, polimerizacdo da tubulina, inducdo de apoptose e citotoxicidade. Os
compostos 4 a 9 (Figura 4) sdo analogos sintéticos de alcaloides do tipo 3-APA. Os
resultados da avaliacdo da atividade citotoxica desses compostos evidenciaram seus
potenciais frente as linhagens leucémicas THP-1 e K562, sendo necessarios estudos

complementares na investigacdo do mecanismo de acéo.

Figura 4 — Estrutura dos analogos alcaloides de 3-alquilpiridina 4 a 9.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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2.7 Determinagdo in silico de alvo molecular (target fishing)

Encontrar compostos para um alvo conhecido é a abordagem convencional em
programa de quimica medicinal. No entanto, a descoberta de moléculas bioativas pode ocorrer
por triagens bioldgicas e, em muitos casos, compostos promissores podem ser identificados e
seu mecanismo de acdo pode e deve ser explorado em sequéncia. Com a quantidade de dados
de atividades bioldgicas cada vez mais disponiveis, a busca de alvos para estes compostos
pode ser auxiliada por métodos computacionais. Por exemplo, a técnica chamada target
fishing € uma abordagem que visa predizer alvos biol6gicos de moléculas baseado em sua
estrutura quimica (PERAGOVICS et al., 2013).

Estratégias computacionais de target fishing sdo empregadas para identificar os
alvos moleculares mais provaveis de uma substancia em estudo. Este processo permite a
identificacdo do modo de acdo de farmacos conhecidos, reposicionamento de farmacos ou a
predicdo dos efeitos adversos de um composto. A grande quantidade de informacGes
disponiveis sobre a bioatividade de milhares de moléculas permite o desenvolvimento desses
tipos de estratégias. Nos Ultimos anos, temos testemunhado o surgimento de muitos métodos
para target fishing. Alguns desses métodos baseiam-se no principio da similaridade
molecular, ou seja, moléculas similares podem se ligar aos mesmos alvos e apresentarem
bioatividades semelhantes, além do emprego de metodos de acoplamento molecular para a
predicdo do modo de ligacdo entre as substancias estudadas e o(s) alvo(s) molecular(es)
preditos (CERETO-MASSAGUE et al., 2015a).

2.7.1 Andlise de similaridade quimica

O principio da similaridade quimica estima que moléculas semelhantes sejam
suscetiveis a apresentarem propriedades semelhantes (CERETO-MASSAGUE et al., 2015a;
ALVES et al., 2018). A analise de moléculas semelhantes é extremamente importante para se
estabelecer relacBes entre estrutura quimica e atividade bioldgica ou propriedade de interesse
(SAR, do inglés, Structure-Activity Relationships) e compreender o comportamento de
determinado conjunto de moléculas, além de ser uma ferramenta importante para triagem
virtual (ALVES et al., 2018). A estratégia de target fishing com base na similaridade é
conduzida sugerindo os alvos moleculares para estudo, identificando ligantes que possuem
atividade experimental determinada contra determinado alvo e escolhendo o método de
similaridade para comparar os ligantes (LAVECCHIA; CERCHIA, 2018). Métodos de
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predicdo de alvo focados em moléculas individuais sdo essencialmente um exercicio de busca
por similaridade: de um banco de dados de moléculas bioativas, como o ChEMBL (BENTO
et al., 2014) ou o BindingDB (GILSON et al., 2016), estruturas similares a que esta sendo
estudada sdo identificadas. As atividades experimentalmente medidas disponiveis no banco de
dados séo entdo usadas como uma referéncia para a molécula em estudo (KOUTSOUKAS et
al., 2011). Assim, os alvos de uma molécula podem ser preditos através da identificacdo de
proteinas com ligantes conhecidos que sdo altamente similares as moléculas de interesse. A
vantagem desse método é que ele requer apenas o calculo de similaridade entre os compostos,
0 que é considerado computacionalmente barato em relagdo a outras simulacBes que
consideram a estrutura quimica tridimensional do alvo molecular (CERETO-MASSAGUE et
al., 2015a).

A similaridade pode ser calculada com base em representacbes moleculares 2D e
3D. Os métodos de similaridade 2D dependem de informagdes deduzidas de graficos
moleculares, geralmente a estrutura em formato SMILES (Simplified Molecular Input Line
Entry Specification), que € um modo de representacdo quimica somente com caracteres do
ASCIIl (American Standard Code for Information Interchange). Os métodos baseados em
grafico comparam diretamente as estruturas moleculares umas com as outras e identificam as
subestruturas comuns (HENTABLI et al., 2014). Em geral, os descritores moleculares que
capturam informacdes graficas, como fragmentos ou fingerprints moleculares, sdo muito
populares e ndo exigem grande poder computacional (MAGGIORA et al., 2014).

A informacdo codificada pelos descritores depende do tipo de representacédo
molecular e o algoritmo definido para seu célculo. Dentre os descritores conhecidos estdo 0s
constitucionais, indices topoldgicos e geométricos (DANISHUDDIN; KHAN, 2016).

Descritores constitucionais sdo simples e comumente usados, refletindo a
composicdo molecular de um composto sem qualquer informacdo sobre sua topologia. Sdo
considerados 0 numero de atomos e aneis, contagem de ligacdes, tipo de atomo e peso
molecular. Ja os indices topoldgicos sdo descritores 2D que consideram o arranjo atdbmico
interno dos compostos. Esses indices codificam informagcbes sobre o tamanho molecular,
forma, presenca de heteroatomos e ligacdes mdltiplas de forma numérica. Eles tém um
significativo papel na identificacdo de diferentes propriedades fisico-quimicas, atividades
bioldgicas e propriedades farmacocinéticas (DANISHUDDIN; KHAN, 2016).

Os descritores geométricos sdo calculados a partir das coordenadas 3D dos

atomos na molécula. Esses descritores sdo ricos em informacdo e poder de discriminagdo
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entre estruturas quimicas semelhantes e conformagdes de moléculas em compara¢do com 0s
topoldgicos (DANISHUDDIN; KHAN, 2016).

Em quimioinformatica, fingerprints moleculares sdo as formas mais comuns de
representacdo das estruturas quimicas. Representacdes deste tipo sdo simplificagdes da
informacdo quimica contida em qualquer estrutura quimica através de vetores binarios. Cada
posicdo no vetor indica a auséncia (0) ou presenca (1) de caracteristicas pré-determinadas no
projeto do fingerprint (FERNANDEZ-DE GORTARI et al., 2017). Tais representacoes
moleculares podem ser eficientemente comparadas computacionalmente, permitindo assim
calculos de similaridade em larga escala (MAGGIORA et al., 2014).

Figura 5 - Representacédo hipotética de um fingerprint de subestrutura de 10 bits.
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Fonte: CERETO-MASSAGUE et al., 2015b.
Legenda: Trés bits definidos porque as subestruturas que eles representam estdo presentes na molécula
(circulado em vermelho).

Neste estudo foram utilizados os fingerprints MACCS (DURANT; LELAND;
HENRY; NOURSE, 2002) e PubChem (Pubchem Substructure Fingerprint,
ftp://ftp.ncbi.nIm.nih.gov/pubchem/specifications/pubchem_fingerprints.pdf). O fingerprint
MACCS, também chamado de chaves estruturais MACCS, é um fingerprint baseado em 166
fragmentos estruturais contendo de 1 a 10 4&tomos ndo-hidrogénio e é uma das ferramentas
mais populares para o célculo de similaridade. Cada posicdo de bit é atribuida a um fragmento
ou chave especifica e sua presenca ou auséncia em um composto é calculada (MAGGIORA et
al., 2014). O PubChem fingerprint possui 881 chaves estruturais e cobre uma ampla gama de
diferentes subestruturas. E o fingerprint utilizado pelo site PubChem para pesquisa de
similaridade (CERETO-MASSAGUE et al., 2015b).

Os fingerprints 2D tém sido amplamente utilizados em target fishing, pelo fato de

serem calculados rapidamente. No entanto, os descritores 3D também podem ser usados,
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embora o célculo seja computacionalmente mais caro. Os métodos de similaridade baseados
na forma (ou volume molecular) utilizam comparag6es das conformacbes 3D das moléculas,
mas outras maneiras podem ser usadas, como a superficie eletrostatica. Métodos
tridimensionais tém o potencial de detectar similaridades entre moléculas com diferentes
estruturas moleculares, mas com volume e disposicdo de grupos funcionais parecidos.
Portanto, a combinacdo de medidas da similaridade quimica e de forma, aumenta
significativamente a acuracia da predicdo de alvo (CERETO-MASSAGUE et al., 2015a).

Em geral, o coeficiente de similaridade é calculado empregando descritores como
fingerprints moleculares (para representar a similaridade estrutural entre duas moléculas) ou a
prépria estrutura tridimensional considerando seu formato e o posicionamento dos grupos
funcionais (LIMA et al., 2016).

Dentre as fungdes de similaridade mais utilizadas, o coeficiente de Tanimoto
(também conhecido como similaridade de Jaccard) e as distancias Euclideana e de
Mahalanobis podem ser citados (ALVES et al., 2018). O coeficiente de Tanimoto €

geralmente definido pela Equacéo 1:

_ < (1)
(a+b)—c
sendo que a e b sdo 0 numero de caracteristicas presentes nos compostos A e B,

Tc(A,B) =

respectivamente, e ¢ € 0 nimero de caracteristicas compartilhadas por A e B. Portanto, Tc
quantifica a fracdo de caracteristicas comuns a A e B no numero total de caracteristicas de A e
B, e o termo ¢ no denominador corrige a contagem dupla de caracteristicas. O célculo do
coeficiente de Tanimoto é baseado nas representacdes chamadas de fingerprints moleculares.
(MAGGIORA et al., 2014). Quanto mais similares forem dois compostos, mais proximo de 1
serd o coeficiente de Tanimoto (CERETO-MASSAGUE et al., 2015b).

Neste estudo foram utilizadas estratégias computacionais de target fishing por
andlise de similaridade quimica 2D e 3D e, apds a identificacdo de moléculas similares com

alvos moleculares ja conhecidos, foram conduzidos estudos de acoplamento molecular.

2.7.2 Acoplamento Molecular

As estratégias de planejamento de farmaco baseadas na estrutura do alvo
molecular (SBDD, do inglés, structure-based drug design) se fundamentam nas informac6es

derivadas do conhecimento da estrutura 3D de um alvo de interesse. Desta forma, é possivel
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estudar moléculas de acordo com a complementaridade estrutural e eletrdnica com um
determinado alvo. Nesse contexto, o acoplamento molecular é um dos métodos in silico
baseados na estrutura do alvo mais populares, empregado para predizer as interagcdes que
ocorrem entre as moléculas e os alvos bioldgicos (PINZI; RASTELLI, 2019). O processo de
acoplamento envolve duas etapas basicas: predicdo da conformacdo do ligante bem como sua
posicao e orientacdo dentro dos locais de ligacdo (chamadas de poses) e predicdo da afinidade
de ligacdo (MENG et al., 2011).

Programas de acoplamento molecular utilizam um algoritmo de busca no qual a
conformacdo do ligante é variada e avaliada recursivamente dentro do sitio de ligac&o do alvo
molecular até que a convergéncia para a energia minima seja alcancada (MALTAROLLO,
2013). Cada programa € baseado em um algoritmo de pesquisa especifico, tais como o
algoritmo incremental, algoritmo genético (AG) e Monte Carlo (MC) (DIAS; AZEVEDO,
2008).

O algoritmo incremental divide o ligante em fragmentos que sdo encaixados
separadamente no local do receptor. Essa fragmentacdo permite que o algoritmo considere a
flexibilidade do ligante. Fragmentos rigidos que séo encaixados inicialmente funcionam como
ancoras que sdo unidos secundariamente pelas partes flexiveis do ligante. Desta forma, o
ligante é gradualmente construido dentro do local de ligacdo do receptor. O algoritmo
incremental € empregado em varios programas de acoplamento como FLEXX (RAREY et al.,
1996) e Surflex (JAIN, 2003) (DIAS; AZEVEDO, 2008).

O AG é um tipo de algoritmo de busca estocastica baseado nos conceitos de
evolucdo Darwiniana. Todos os AGs comecam com uma populacdo de solugdes propostas
para um determinado problema (PEGG et al., 2001). Nos programas de acoplamento
molecular, as poses geradas sdo avaliadas em qudo bem interagem com o sitio de ligacdo
sendo criadas novas populacoes, a partir da populacdo inicial, com as poses mais favoraveis,
ou seja, de menores energias. O ciclo do algoritmo continua por geracoes de avaliacao até que
solucdes suficientemente boas forem encontradas ou até um valor definido pelo usuério.

Os programas de acoplamento utilizam diferentes métodos e parametros para o
calculo da energia de interacdo proteina-ligante, tais como o emprego das fungdes de
pontuacdo (score), a geracdo de conformacdes dos ligantes e a geracdo de diferentes
conformacgGes da proteina ou de alguns aminoacidos presentes no sitio de ligacdo. A partir de
uma conformacdo de um ligante gerado no sitio de ligagdo de seu alvo, as funcGes de score
calculam a energia de interagéo e, assim, podem ranquear as poses (conformacOes) geradas

com o intuito de reproduzir as conformagdes de mais baixa energia (ou maior afinidade) ou
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identificar possiveis candidatos a ligante de um determinado alvo (MALTAROLLO, 2013).
Os principais programas de acoplamento que podem ser citados sdo AutoDock (FORLI et al.,
2016), DOCK (ALLEN et al., 2015), Glide (HALGREN et al., 2004) e GOLD (JONES et al.,
1997).

O acoplamento molecular pode ser classificado em rigido, semi-flexivel e flexivel.
No acoplamento rigido, a estrutura do alvo molecular ndo se altera em termos
conformacionais. O método de calculo é relativamente simples e estuda principalmente o grau
de correspondéncia da conformacdo. No acoplamento semi-flexivel, a conformacdo de alguns
residuos de aminoacidos pode variar dentro de um intervalo especifico, portanto ele é mais
utilizado nas interagcBes entre proteinas e pequenas moléculas. Em geral, a estrutura das
pequenas moléculas pode ser alterada livremente, enquanto as macromoléculas permanecem
rigidas ou retém alguns dos residuos de aminoacidos rotativos para garantir a eficiéncia
computacional. No acoplamento flexivel, a conformacgéo simulada de ambas as moléculas
(ligante e alvo molecular) é livre para alteragdes, consumindo mais recursos de computacéao e

melhorando a precisdo (LIN et al., 2020).

3 JUSTIFICATIVA

A busca por novos antitumorais que possam substituir ou melhorar a
quimioterapia atualmente disponivel para tratamento da LMA e LMC é uma necessidade na
pesquisa, visto que as terapias existentes para tratamento ainda ndo atendem a todos 0s grupos
de pacientes. Em relacdo a LMC, mesmo com o desenvolvimento de inibidores de tirosina
quinase de segunda e terceira geracGes, uma parte dos pacientes ndo responde a terapia e
desenvolvem resisténcia ao longo do tratamento. Em relacdo a LMA, a heterogeneidade
gendmica caracteristica da doenca dificulta a definicdo de protocolos de tratamento.

Considerando o exposto acima e os resultados preliminares de atividade citotoxica
dos compostos 1 a 9, estes foram selecionados como candidatos promissores a atividade anti-
leucémica. Nesse contexto, o uso de ferramentas computacionais como o target fishing e
acoplamento molecular sdo de grande valor na determinacdo de alvos moleculares e estudo de
mecanismo de ac¢do a um custo reduzido. Em contraste com a triagem virtual, que é usada
para pesquisar grandes bibliotecas de compostos para moléculas com maior probabilidade de
se ligar a um alvo especifico, o objetivo da triagem reversa, também conhecido como target
fishing, é identificar os alvos mais provaveis de uma molécula de interesse (CERETO-

MASSAGUE et al., 2015a). A abordagem de acoplamento molecular pode ser usada para
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modelar a interacdo entre uma pequena molécula e uma proteina no nivel atdmico, o que nos
permite caracterizar o comportamento dessas moléculas no local de ligacdo de proteinas alvo
(MENG et al., 2011). Dessa forma, as técnicas citadas de estudo in silico foram aplicadas para

a elucidacdo do mecanismo de acdo dos compostos de interesse.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Predizer in silico o(s) potencial(is) alvo(s) molecular(es) de moléculas citotdxicas
em linhagens celulares leucémicas humanas (THP-1 e K562).

4.2 Objetivos especificos

4.2.1  Procurar na base de dados ChEMBL substancias com atividade
biologicadeterminada experimentalmente contra as linhagens leucémicas THP-1 e K562;

4.2.2  Calcular similaridade estrutural 2D entre as moléculas de interesse e
asmoléculas ativas obtidas na literatura;

4.2.3  Fazer a predicdo de potenciais alvos proteicos para as substancias
ativasutilizando servidores disponiveis;

4.2.4  Realizar calculos de acoplamento molecular com as moléculas e o0s
alvos

preditos.

5 METODOLOGIA

5.1 Identificacdo de alvos moleculares por similaridade quimica

Com o intuito de avaliar potenciais alvos das moléculas previamente selecionadas
nos testes in vitro, inicialmente, os dados dos compostos com acdo citotoxica frente as
linhagens celulares THP-1 e K562 foram obtidos no banco de dados ChEMBL v24 (BENTO
et al., 2014). Foram selecionados os compostos com concentracdo de inibigdo do crescimento
de 50% das células (Clso) e Glso (do inglés, Growth inhibitory dose 50%) definidos. Os quatro
bancos de dados obtidos foram filtrados para remover entradas sem atividade experimental

determinada, moléculas inativas, ou seja, com atividade superior a um dado valor, e misturas
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de compostos. Todas as substancias com Clso e Glso determinados experimentalmente foram
consideradas. As estruturas em formato SMILES contidas nas planilhas foram convertidas
para o formato de .mol2 e, em seguida, as conformacdes de menores energias dos compostos
testados com atividade citotoxica foram calculadas pelo programa Open Babel 2.4.0.

Para todos os compostos, foram calculados os estados de ionizacéo de acordo com
0 pH = 7,4 usando o programa Open Babel 2.4.0 e, em seguida, as conformacgdes de menores
energias foram geradas novamente usando o programa Open Babel 2.4.0 para corrigir
possiveis influéncias de grupos ionizados na conformacéo.

O programa PaDEL descriptors (YAP, 2011) foi utilizado para o calculo dos
fingerprints MACCS e PubChem dos compostos de interesse e das moléculas provenientes do
banco de dados ChEMBL. O programa EXCEL foi utilizado para o célculo do coeficiente de
Tanimoto baseado nos fingerprints gerados pelo PaDEL. As moléculas com Tc maior ou igual
a 0,75 foram consideradas para a pesquisa bibliografica de alvos moleculares ou mecanismos
de acdo definidos.

Além do mais, foram utilizados os seguintes servidores para predicdo de alvo
molecular:

1) ChemMapper Server (GONG et al., 2013) é um servidor que permite realizar
calculos de similaridade molecular 3D utilizando o algoritmo SHAFTS, um método que
combina a sobreposicdo de moléculas usando a forma molecular e a correspondéncia de
grupos quimicos. A escala de similaridade entre os compostos é calculada e dimensionada
entre 0 e 2. Quanto mais proximo de 2,0 for a pontuacdo, maior o potencial de associacao
farmacoldgica entre as moléculas. E possivel selecionar o valor minimo de similaridade,
sendo 1,2 o padrdo, e 0 banco de dados em que sera realizada a pesquisa. Neste estudo foi
utilizado 1,5 como valor minimo (http://www.lilab-ecust.cn/chemmapper/help.html).

2) Hitpick (MALO et al., 2006; SCHUFFENHAUER et al., 2003; NIDHI et al.,
2006) é um servidor que aplica a combinacdo de dois métodos baseados em similaridade 2D,
1-Nearest-Neighbour (INN) e um método de aprendizado de maquina baseado em modelos
Bayesianos (http://mips.helmholtz-muenchen.de/hitpick/cgi bin/index.cgi?content=help.html).

3) SuperPred (NICKEL et al., 2014) é um servidor que calcula a similaridade 2D,
por fragmentos e 3D. A predicdo de alvo é baseada na distribuicdo de similaridade entre os
ligantes dos alvos conhecidos. Seus modelos foram construidos utilizando um banco de dados
contendo cerca de 341.000 compostos, 1.800 alvos e 665.000 interagcbes composto-alvo
(http://prediction.charite.de/).

4) Swiss Target Prediction (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2019) é um servidor


http://www.lilab-ecust.cn/chemmapper/help.html
http://mips.helmholtz-muenchen.de/hitpick/cgi-bin/index.cgi?content=help.html
http://mips.helmholtz-muenchen.de/hitpick/cgi-bin/index.cgi?content=help.html
http://prediction.charite.de/
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que realiza predicdes calculando moléculas similares bi e tridimensionalmente, em uma
colecdo com mais de 376.342 compostos, conhecidos por serem experimentalmente ativos em
um conjunto de 3.068 alvos macromoleculares (http://www.swisstargetprediction.ch/).

5.2 Predicdo do modo de ligagéo utilizando acoplamento molecular

Dentro deste conjunto de dados quimicamente similares, compostos com atividade
experimental e com alvos moleculares previamente identificados foram considerados 0s
nossos potenciais alvos moleculares e utilizados em estudos de acoplamento molecular. Esses
alvos foram recuperados do Protein Data Bank (PDB). As estruturas cristalogréaficas das
proteinas resultantes da busca no PDB foram selecionadas baseadas na presenca de ligantes,
auséncia de mutacdes no sitio de ligacédo, resolucéo, Riree € elucidadas pelo método
experimental de difracdo por raios-X. Para estas estruturas o critério mais aceito para avaliar
os dados experimentais € a resolucdo do cristal. Estruturas de alta resolucdo tém resolucgéo
abaixo de 1,8 A, e as acima de 2,7 A sio consideradas de baixa resolucdo. Os intermediarios
sdo classificados como de média resolucdo. (BAGARIA et al., 2013). Neste trabalho foram
consideradas estruturas de alvo molecular com resolugio média e alta, com o cut-off de 2,0 A.
No ANEXO 11 estdo descritas todas as proteinas disponiveis no PDB para cada
alvo proteico estudado, conforme os critérios de selecdo definidos. O desvio quadratico médio
(RMSD) foi calculado entre todas as estruturas cristalograficas do PDB e os alvos
selecionados para o acoplamento molecular, utilizando o programa PyMOL versdo 0.99c
(DELANO SCIENTIFIC, 2002).
Além da resolugéo, o fator Riree também foi considerado na escolha da proteina no
PDB. O fator R é a medida da qualidade do modelo atbmico obtido a partir dos dados
cristalograficos, mede o qudo bem o padréo de difracdo simulado corresponde ao padrdo de
difracdo observado experimentalmente. Um conjunto totalmente aleatorio de atomos dara um
fator R de cerca de 0,63, enquanto um ajuste perfeito teria um valor de 0. Os valores tipicos
sdo cerca de 0,20. Porém, existe um problema potencial com o uso de valores R para avaliar a
qualidade de uma estrutura. O processo de refinamento € frequentemente usado para melhorar
o0 modelo atdmico de uma determinada estrutura para fazé-lo se ajustar melhor aos dados
experimentais e melhorar o fator R. Antes do refinamento comecar, cerca de 10% das
observacdes experimentais sdo removidas do conjunto de dados. Em seguida, o refinamento é
executado usando 0s 90% restantes. O valor Ryree € entdo calculado ao ver qudo bem o modelo

prevé 0s 10% que ndo foram usados no refinamento e minimiza o viés do refinamento. O Riree
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€ um pouco mais alto que o fator R, com um valor adequado abaixo de 0,26 (KLEYWEGT;
JONES, 1997).

As proteinas a serem identificadas foram preparadas adicionando os &tomos de H,
corrigindo estados de protonacdo dos amino&cidos utilizando o pragrama GOLD. Entre os
residuos com dupla ocupéncia foram considerados os que tinham maior probabilidade. A
simulagdo de acoplamento molecular foi realizada em torno do ligante co-cristalizado da
proteina usando as configuracfes padrdo do programa GOLD (VERDONK et al., 2003). Os
residuos de amino&cidos foram considerados rigidos e moléculas de &gua estruturais foram
mantidas durante o célculo.

As 4guas estruturais foram mantidas durante a analise de acoplamento molecular,
sendo consideradas as moléculas de dgua que interagiam por meio de ligagdes de hidrogénio
com o ligante co-cristalizado. Para definicdo das aguas estruturais, foram analisadas até dez
estruturas cristalograficas de melhores resolucdes disponiveis no PDB para cada alvo
molecular, utilizando o programa PyMOL versdo 0.99c (DELANO SCIENTIFIC, 2002). As
moléculas de dgua em posi¢cdes comuns a maioria das proteinas e descritas na literatura foram
mantidas para o calculo de acoplamento molecular.

O protocolo de acoplamento foi validado com simulag¢6es de redocking, em que o
ligante co-cristalizado foi submetido as mesmas condicdes de acoplamento molecular dos
compostos em estudo, utilizando o alvo proteico obtido no PDB (VALLONE et al., 2018;
SERAFIM et al., 2019). O acoplamento foi realizado considerando o sitio de ligacdo como 0s
residuos que estdo a um raio de 10 A do ligante cristalogréfico. No entanto, nas analises das
interacbes do ligante com o alvo molecular foram empregados o cut-off de 3,5 A para as
ligacBes de hidrogénio e de 5,0 A para as interacdes hidrofobicas.

No total, foram geradas 200 poses para cada composto que posteriormente foram
agrupadas de acordo com o desvio quadratico médio (RMSD) considerando conformacdes
com desvios de posicdo atdmica menores que o cut-off de 1,5 A para ser incluido no mesmo
grupo (TONHOLO et al., 2020). A afinidade pelo alvo molecular foi calculada utilizando a
funcdo de pontuacdo GOLD score (JONES et al.,, 1997) sendo entdo as poses geradas
rangueadas de acordo com o maior valor calculado. Os valores de score foram normalizados
pela divisdo do valor de score de cada pose pela massa molecular (MM) do composto
analisado. As funcBes empiricas de score geralmente exibem uma dependéncia do peso
molecular, resultando em uma tendéncia de moléculas maiores ficarem no topo do ranque de
classificagdo, gerando resultados falsos positivos. Portanto, a normalizagéo pela MM

compensa parcialmente essa tendéncia em pontuar mais as moléculas maiores (CARTA et al.,
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2007; JACOBSSON; KARLEN, 2006). Além do mais, os dois grupos mais populosos foram
analisados em relacdo ao modo de ligacdo dos ligantes com os respectivos alvos utilizando o
programa PyMOL versdo 0.99c (DELANO SCIENTIFIC, 2002). No redocking foi avaliado

modo de ligacdo da pose mais bem ranqueada de cada ligante selecionado no PDB.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Andlise de similaridade quimica

Utilizando como busca no banco de dados ChEMBL as linhagens celulares THP-1
e K562, foram selecionados os compostos com Clso e Glso definidos. Inicialmente, foram
encontrados no ChEMBL 2.868 compostos reportados contra a linhagem THP-1 e 53.017
compostos com atividade contra a linhagem celular K562. Apos a remogdo de moléculas
inativas, entradas sem atividade reportada e misturas, 14.785 moléculas foram selecionadas
para os calculos de similaridade.

A similaridade estrutural foi calculada entre todos as substéncias de interesse
(moléculas 1 a 9) e os compostos provenientes da pesquisa no ChEMBL. O coeficiente de
Tanimoto foi calculado usando os fingerprints MACCS e PubChem. Os compostos com
valores de Tc maiores ou igual a 0,75 estdo representados no ANEXO 1. Os graficos 1 e 2
representam o niamero de compostos com similaridade > 0,75 em relagdo aos compostos de

interesse utilizando os fingerprints MACCS e PubChem, respectivamente.



Gréfico 1 - Numero de compostos com similaridade > 0,75 em relagcdo aos compostos de

interesse utilizando o fingerprint MACCS.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréafico 2 - Numero de compostos com similaridade > 0,75 em relagdo aos compostos de

interesse utilizando o fingerprint PubChem.
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A partir dos calculos de similaridade estrutural entre as moléculas de interesse e

as moléculas ativas ja reportadas na literatura provenientes do ChEMBL, 65 moléculas foram
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consideradas similares ao nosso banco de dados interno. Entretanto, com o intuito de
direcionar a predicdo de alvo molecular por similaridade quimica, foi realizada a pesquisa
bibliografica de estudos de mecanismos de acdo para todos os compostos com Tc > 0,75
representados no ANEXO 1. Nas figuras 6 e 7 estdo representados 0s compostos que

possuem estudos publicados e com quais moléculas de interesse eles possuem Tc > 0,75.

Figura 6 - Compostos do ChEMBL que possuem estudos de mecanismo de citotoxicidade

publicados e Tc > 0,75 em relacéo aos triterpenos pentaciclicos.

CHEMBL269277 CHEMBL168
(acido betulinico) (acido oleandlico)
, \ ) e o8

CHEMBL169
(acido ursélico)

Fonte: Elaborada pela autora
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Figura 7 - Compostos do ChEMBL que possuem estudos de mecanismo de citotoxicidade
publicados e Tc > 0,75 em rela¢do aos analogos alcaloides de 3-alquilpiridina.

CHEMBL225920

CHEMBL3105848

CHEMBL566757 (FK3866)

Fonte: Elaborada pela autora.

Dos compostos que possuem mecanismo de acdo estudado, trés sdo comuns aos
triterpenos pentaciclicos de interesse. A molécula CHEMBL269277 (4cido betulinico) é um
triterpeno pentaciclico que possui diferentes atividades biologicas incluindo atividade
antitumoral. A atividade antitumoral do &cido betulinico tem sido bem documentada devido a
sua capacidade de desencadear a apoptose em diversos tipos de células tumorais. Evidéncias
mostram que o &cido betulinico induz apoptose em células cancerosas atraves da via
intrinseca (mitocondrial) e ndo pela via extrinseca (KUMAR et al., 2018).

A via intrinseca da apoptose esta relacionada a permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial (MOMP), que é regulada por varios fatores incluindo proteinas da
familia Bcl-2 pré e antiapoptoticas, espécies reativas de oxigénio (ROS), proteinas do
complexo de poros de transicdo da permeabilidade mitocondrial, ions célcio e esfingolipideos.
A MOMP resulta na liberacdo de proteinas soltveis, incluindo citocromo ¢, Smac, fator
indutor de apoptose (FIA) e endonuclease G. Citocromo ¢ e Smac promovem a ativacdo de
caspases neutralizando as "proteinas inibidoras de apoptose” - mediado por inibicdo de
caspase -3 e -9, enquanto FIA e endonuclease G contribuem para a cromatdlise independente
de caspases (Figura 8). As proteinas pro-apoptéticas da familia Bcl-2 (Bax, Bak, Bad) estéo
envolvidas na MOMP para liberar citocromo ¢ no citosol, que se liga no fator-1 de ativacdo de

protease apoptética (APAF-1) e pro-caspase-9 para liberar a apoptossoma. A apoptossoma
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produz a caspase-9 ativa, que ativa caspase-3, -6 e -7 e leva a fragmentacdo do DNA e
apoptose. Além da ativacdo de caspases, 0 acido betulinico também estimula o aumento na
producdo de ROS que € considerado um fator de estresse envolvido na iniciagdo da MOMP
(KUMAR et al., 2018).

Figura 8 - Mecanismo de a¢do do &cido betulinico na inducdo da apoptose.

Disturbance of mitochondrial
membrane potential &
formation of transition pores

Caspase
acuvation

Apoptotic cell

CancercCell

Fonte: KUMAR et al., 2018.

Legenda: O &cido betulinico (BA) promove alteracdo do potencial da membrana mitocondrial e consequente
formacéo de poros, acarretando na liberacdo no citoplasma de proteinas solGveis como: citocromo ¢ (cyt C),
fator indutor de apoptose (FIA) e Smac. Cyt ¢ e Smac promovem a ativacdo de caspases neutralizando as
"proteinas inibidoras de apoptose”, enquanto o FIA contribue para a cromatélise independente de caspases. O
4cido betulinico também estimula o aumento na producdo de ROS, promovendo a apoptose.

Os efeitos anticancerigenos da molécula CHEMBL168 (acido oleandlico) tém
sido avaliados em diversos tipos de cancer, incluindo a leucemia. O &cido oleandlico induz
apoptose por via dependente da mitocondria, alterando o potencial da membrana
mitocondrial, liberando ativadores de caspase, como citocromo ¢, no citoplasma, levando a
fragmentacdo do DNA nas células cancerigenas humanas. Os efeitos podem ser mediados
pela alteracdo dos niveis de expressdo dos genes pré e antiapoptdticos da familia Bcl-2,
evidenciado pela diminuicdo da expressdo de genes Bcl-2 anti-apopt6ticos e aumento da
expressdo de genes pro-apoptéticos Bax. O acido oleandlico e seus derivados atuam como
inibidores da fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B/alvo de mamiferos de
rapamicina/ fator nuclear kappa B (PI3K/Akt/mTOR/FN-«xB) de maneira dependente da dose.
O é&cido oleandlico reduz a fosforilagdo de PI3K e Akt, que sdo as moléculas que ativam as

proteinas mTOR e NF-xB. Porém, ndo ocorre alteracdo significativa nos niveis de expressdo
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total de PI3K ou Akt (ZIBERNA et al., 2017). NF-xB é o principal regulador da transcri¢io
genética e sua regulacdo positiva em linhagens celulares resistentes a quimioterapia esta
relacionada a falha terapéutica. O desenvolvimento de resisténcia a miltiplas drogas (MDR)
esta relacionado a via PI3K/AKkt parcialmente devido a ativacdo de NF-«xB (LIU et al., 2020).
Esses efeitos sdo provavelmente mediados por ROS, pois o tratamento das células com
antioxidantes, como a n-acetilcisteina, reverteu a acdo inibitéria do acido oleandlico. A
ativacdo da via dependente de proteina quinase ativada por AMP (AMPK) pelo &cido
oleandlico também induz alteracBes metabdlicas nas células cancerigenas, como a supressao
da lipogénese, sintese de proteinas, e glicdlise aerdbia, tendo assim atividade supressora
tumoral (ZIBERNA et al., 2017). Pan et al. (2015) demonstrou que derivados do &cido
oleandlico inibiram a proliferagéo celular e induziram apoptose em células da linhagem K562.
Os resultados mostraram que o ciclo celular foi interrompido na fase G1 evitando a entrada
das células na fase S. A inducdo da apoptose foi associada a inibigdo da expressdo de Aktl na
via PI3K/Akt. A Akt/PKB, uma serina treonina quinase que € uma molécula critica na
promocdo do crescimento celular e vias de sobrevivéncia, € frequentemente desregulada em
muitos canceres e diabetes.

A molécula CHEMBL169 (&cido ursélico) é um triterpeno pentaciclico natural
presente em diversos alimentos como azeitonas, cranberries, macas, peras e ameixas. Este
composto natural tem recebido atencdo crescente nos ultimos anos devido ao seu efeito
antitumoral, exibindo atividades antiproliferativas e apoptéticas em varias células de
carcinoma humano. Assim como para o0 4&cido betulinico e acido oleandlico, varios
mecanismos moleculares estdo envolvidos na parada do ciclo celular e apoptose induzida por
acido ursolico, como inibicdo da replicacdo do DNA, aumento dos niveis intracelulares de
ROS, supressdo da ativacdo do FN-«kB bem como regulacdo negativa de proteinas anti-
apoptoticas (por exemplo, Bcl-2, Bcl-xI e survivina) e ativacdo da caspase. Além disso, a
inducdo da diferenciacdo celular, inibicdo da angiogénese e invasdo de células tumorais
também foram atribuidas ao acido ursolico. Recentemente se descobriu que a inativacdo da
via de sinalizacdo PI3K/Akt esta envolvida em alguns de seus efeitos antitumorais descritos
acima. Uma vez ativado pela PI3K, a Akt se move da membrana celular para o citoplasma
e/ou ndcleo, onde promove a progressdao do ciclo celular e evita a apoptose de varias
maneiras, controlando assim as proteinas reguladoras celulares essenciais (por exemplo,
ciclina D, c-Myc ou B- catenina) e inibidores da quinase dependente de ciclina (CDK) (por
exemplo, p21/WAF1) (VILLAR et al., 2016). No estudo de Wu et al. (2012) a caspase-3 € a

caspase-9 foram ativadas nas células K562 tratadas com acido ursélico, além do aumento de
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citocromo ¢ no citoplasma, confirmando a indug¢do da apoptose mitocondrial nas células da
linhagem K562. Os resultados demonstraram também que o &cido ursolico tem efeitos na
inibicdo do crescimento e inducdo da apoptose nas células K562 in vitro via regulacdo
positiva da fosfatase com homologia de tensina (PTEN) (Figura 9), um regulador negativo da
via PI3K/Akt (WU et al., 2012).

Figura 9 - Via de sinalizacdo PI3K/PTEN.

Growth factor

Apoptosis, @
cell-cycle arrest @
=

@&
}
Nucleus

l Transcription
Proliferation 1

Apoptosis, cell-cycle arrest

Fonte: CULLY et al., 2006.

Legenda: A via de sinalizacdo central da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (indicada pelos simbolos azuis)
comecga com a ativacdo da PI3K (indicada pelo simbolo rosa) pelo receptor tirosina quinase (RTK). A PI3K
fosforila e converte o segundo mensageiro lipidico fosfatidilinositol (4,5) bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol
(3,4,5) trifosfato (PIP3), que recruta e ativa a quinase 1 dependente de fosfatidilinositol (PDK1). A PDK1 por
sua vez fosforila e ativa a proteina quinase B (PKB, também conhecida como Akt), que inibe as atividades dos
fatores de transcricéo forkhead (FOXO) (que sdo mediadores da apoptose e parada do ciclo celular), resultando
em proliferacdo e sobrevivéncia celular. A proteina supressora de tumor fosfatase com homologia de tensina
(PTEN) regula negativamente a sinalizacdo de PI3K desfosforilando PIP3, convertendo-a de volta em PIP2. A
via de sinalizacdo Ras (simbolos laranja) pode ser acionada por um conjunto de RTKs que sdo ativados por
fatores de crescimento. Ras pode ativar PI3K direta e indiretamente. O status de ativacdo de p53 também pode
afetar o resultado da sinalizacdo de PI3K ao interagir com os fatores de transcricdo FOXO regulados por PKB e
com quinase 1 extracelular-regulada (ERK1) e ERK2. Outros membros da via de sinalizagdo PI3K incluem SGK
(quinase induzida por soro e glicocorticoide), TSC1/TSC2 (esclerose tuberosa 1 e 2), RHEB (homdlogo Ras
enriquecido no cérebro), TOR (alvo de rapamicina), 4EBP ((iniciagdo eucaridtica proteina de liga¢éo ao fator 4E
(EIF4AE)), p70S6K (proteina ribossomal, S6 quinase 70kD) e PP2A (proteina fosfatase 2A). Os membros da via
de sinalizacdo RTK-Ras incluem GRB2 (proteina ligada ao receptor do fator de crescimento 2), SOS, Ras, Raf,
MEK (ERK quinase ativada por mitogénio) e ERK - a ativacao desta via leva a proliferacdo celular.
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Em relacdo aos analogos de alcaloides de 3-alquilpiridina, trés moléculas do
CHEMBL com mecanismo de agdo estudado sdo comuns as moléculas de interesse. O
composto CHEMBL225920 é um analogo de enedinas e os resultados do estudo de Lo et al.
(2007) sugerem que estes compostos induzem a parada do ciclo celular na fase G2/M e
induzem a apoptose por ativacdo de caspases.

O estudo de Clem et al. (2008) sugere que o composto CHEMBL3105848 é um
inibidor da PFKFB3, que reduz o fluxo glicolitico resultando na inibicdo do crescimento
celular, é seletivamente citostatico para células transformadas e inibe o crescimento
tumorigénico in vivo. E conhecido que, mesmo na presenca de oxigénio, muitas células
cancerigenas geram mais ATP a partir da glicose principalmente via glicolise, do que através
do processo mais eficiente de fosforilagdo/oxidagcdo mitocondrial (respiragdo). Esta mudanca
do metabolismo energeético nas células cancerigenas para esse processo de "glicolise aerdbica™
(células normais favorecem a glicélise apenas sob condi¢fes anaerobicas) é conhecido como
o0 Efeito Warburg (BROOKE et al., 2014).

A enzima limitante do processo de conversdo de glicose em piruvato, 0 precursor
da producéo anaerobica de ATP, ¢é a fosfofrutoquinase-1 (PFK-1), que converte a frutose-6-
fosfato (F6P) em frutose-1,6-bisfosfato (F1,6-BP). A atividade desta enzima é regulada
negativamente por ATP, mas essa regulacdo pode ser alterada pelo ativador alostérico frutose-
2,6-bisfosfato (F2,6-BP), que é sintetizado a partir da F6P pela familia de enzimas
bifuncionais 6-fosfofruto-2-quinase/2,6-bisfosfatase (PFKFB). A alta atividade de PFK-1
causa aumento do fluxo glicolitico, permitindo o aumento da produgdo de macromoléculas
(RNA, DNA, aminodcidos, acidos graxos etc.) e energia (NADH e ATP) necesséarias para a
proliferacdo celular. Dentre as quatro isoformas dessa familia, PFKFB3 é a mais importante
nesse contexto, com a proporcao quinase/fosfatase de 740:1 sendo a mais alta. A PFKFB3 ¢
superexpressa em Vvarios tipos de cancer como de coélon, prdstata, pancreatico, tireoide e
leucemia. A atividade de PFKFB3 também é regulada pela fosforilacdo de proteinas, que
ocorre por varias vias de sinalizacdo como, AMPK, PKA, PKC and PI3K/Akt (BROOKE et
al., 2014). Na figura 10 esta representado 0 mecanismo que promove o crescimento celular

na presenca das enzimas citadas anteriormente.
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Figura 10 - Mecanismo de proliferagdo celular na presenca de PFKFB3.
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Fonte: CLEM et al., 2008.

Legenda: PFKFB3 produz F2,6-BP, um potente estimulador da glicélise. O oncogne Ras aumenta a expressao e
atividade de PFKFB3, que produz F2,6-BP, um ativador alostérico de PFK-1. Alta atividade de PFK-1promove
aumento no fluxo glicolitico, elevando a producdo de macromoléculas (RNA, DNA, amino&cidos, acidos graxos,
etc.) e energia (NADH e ATP) necessérias para a proliferacdo celular. Devido a glicélise, o ciclo do &cido
tricarboxilico e o transporte de elétrons serem associados ao NAD*/NADH, a interrupcdo de qualquer uma
dessas vias resultara na diminuicdo do anabolismo e da producdo de energia, levando a supressdo do
crescimento. F-1,6-BP (fructose-1,6-bisfosfato); DHA (dihidroxiacetona); G3P (gliceraldeido-3-fosfasto); PRPP
(5-fosfoD-ribosil-1-pirofosfato).

A molécula CHEMBL566757 (FK866) foi reportada por induzir apoptose de
células tumorais, reduzindo os niveis intracelulares de dinucleotideo de nicotinamida (NAD™),
mediado pela inibicdo da nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT). A NAMPT também
é conhecida como fator 1 de aumento de colénias células pré-B (PBEF) ou visfatina, e é a
enzima limitante para a biossintese de NAD" a partir da nicotinamida. O NAD" é um
substrato da poli-ADP-ribose polimerase (PARP) e de uma subclasse de histonas
desacetilases conhecidas como sirtuinas, que estdo envolvidas na estabilidade gendmica,
apoptose, envelhecimento, resisténcia ao estresse e metabolismo. Como as células
cancerigenas tém ativacao continua de PARP por danos ao DNA e instabilidade gendmica e
elas tém maiores demandas energéticas do que células ndo transformadas espera-se que as
células cancerigenas sejam mais vulneraveis a inibicao da sintese de NAD* (YOU et al., 2011
e TAKEUCHI et al., 2014). A superexpressdo de NAMPT mantém o0s niveis adequados de

NAD™ nas células cancerigenas. De fato, a inibicdo sozinha dessa enzima parece ter um
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impacto importante nos niveis de NAD* em varios tipos de células. Assim, as enzimas
envolvidas no metabolismo de NAD™ tornaram-se alvos atraentes na terapia do cancer (YOU
et al., 2011). Nesse mesmo contexto, o estudo de Mitchell et al. (2019) foi um dos primeiros a
descrever a NAMPT como um alvo seletivo nas células de LMA in vitro e in vivo.

A similaridade entre as moléculas 4, 5, 6, 7, 8 e 9 e 0 composto CHEMBL 225920
sugere que os derivados andlogos de alcaloides de 3-alquilpiridina promovem a morte celular
por apoptose e parada do ciclo celular.

A similaridade da molécula 7 com os compostos CHEMBL3105848 e
CHEMBL566757 sugere que a apoptose e inibicdo do crescimento celular estdo relacionados
também a interferéncia no metabolismo das células cancerigenas. Especificamente a inibicao
das enzimas PFKFB3 e NAMPT, diminuem o influxo de glicose e disponibilidade de NAD*
para células, o que leva a morte celular.

Considerando os dados preliminares de atividade citotoxica (Clso) dos compostos
1 ao 9 e os dados da literatura de atividade citotoxica das moléculas do banco de dados
ChEMBL similares aos compostos em estudo, foram feitas as relagdes a seguir.

No estudo de Majeed et al. (2013) o Clso do composto CHEMBL269277 frente a
linhagem THP-1 foi de 20 uM. Ja no estudo da pesquisadora Mariana Guerra de Aguilar, os
valores obtidos experimentalmente de Clso frente a linhagem THP-1 para os compostos 1, 2 3
foram 14 uM, 13 uM e 10 uM, respectivamente, mostrando atividades equivalentes em baixo
uM, considerando-se ensaios independentes. Dados similares foram observados para as
demais comparacOes, conforme descritos a seguir. Atividade frente a linhagem K562, com
Clso dos compostos 1,2 € 3 (16 uM, 51 uM e 11 uM, respectivamente) quando comparados ao
estudo de Urban et al. (2004).

Em relacdo a atividade citotoxica da molécula CHEMBL168 (acido oleandlico), o
Clso frente & linhagem K562 obtido no estudo de Kang et al. (2012) foi de 58 puM. Para os
compostos 1 e 2 que foram similares ao CHEMBL168, o Clsg obtido frente a linhagem K562
foi de 16 uM e 51 uM, respectivamente, conforme ja descrito anteriormente. Para a molécula
CHEMBL169 (acido ursoélico) similar aos compostos 1, 2 e 3, 0 Clsg frente a linhagem THP-1
foi de 9 uM (RASHID et al., 2013).

O composto CHEMBL225920 possui Glso frente a linhagem K562 de 29 uM (LO
et al., 2007). Para os compostos similares a essa molécula, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, foi obtido
experimentalmente o Clsg de 49,78 uM, 140,55 uM, 74,09 uM, 194,25 uM, 21,66 uM, 15,37
uM, respectivamente. Dessa forma, apenas os compostos 8 e 9 possuem maior atividade

citotoxica frente a linhagem K562 que o composto CHEMBL225920.
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As moléculas CHEMBL3105848 e CHEMBL566757 foram similares ao
composto 7. O Clsp da molécula CHEMBL3105848 frente a linhagem K562 registrado no
banco de dados ChEMBL ¢ igual a 3,2 uM e para a molécula CHEMBL566757, 0,96 nM
(ZHANG et al., 2019). O composto CHEMBL566757 (FK866) é um inibidor da NAMPT e
no estudo de Zhang et al. (2019) o Clso frente & enzima NAMPT também foi determinado,
sendo igual a 6,8 nM. O composto 7 ndo possui atividade frente a linhagem K562 (Clso = 194
uM), porém sua atividade frente as enzimas NAMPT e PFKFB3 ndo foi determinada
experimentalmente. No entanto, o0 composto 7 possui atividade frente a linhagem THP-1, com
Clso = 37,99 uM, sendo comparavel a citarabina conforme descrito nos dados preliminares, o

que indica sua atividade citotdxica.

6.2 Predicao de alvo molecular empregando Servidores

Os resultados provenientes do servidor ChemMapper foram obtidos utilizando o
limiar de similaridade de 1,5 e o ChEMBL como banco de dados. Os alvos moleculares
preditos ndo relacionados ao cancer foram desconsiderados. Dessa forma, apenas o0 alvo néao
receptor tirosina-proteina fosfatase tipo 7 (PTPN7), com similiaridade de 1,502, foi predito
para 0 composto 9. Porém, essa proteina ndao esta relacionada diretamente com a patogénese
das leucemias em estudo. Portanto, ela ndo foi considerada para a analise de acoplamento
abaixo.

Os servidores Hitpick e SuperPred néo realizaram predic6es de alvos moleculares
relacionados a patogénese do cancer, portanto ndao foram apresentados os resultados dos
demais alvos preditos.

O servidor Swiss Target Prediction retornou como alvos para 0os compostos 1 e 3
as proteinas fosfatase 1 indutora da fase M (CDC25A) e fosfatase 2 indutora da fase M
(CDC25B). Para os demais compostos nao foram preditos alvos relacionados ao cancer.

As fosfatases CDC25 (CDC25A, B e C) sdo os reguladores principais da atividade
das quinases dependentes de ciclina (CDKSs) (Figura 11). Essas trés enzimas sdo importantes
reguladoras de vérias etapas do ciclo celular e elas possivelmente, tem um papel no
desenvolvimento de uma variedade de neoplasias humanas. A inibicdo de CDC25 é
considerada, portanto, como uma possivel estratégia terapéutica no tratamento do céncer
(BRENNER et al.,2014). A CDC25A tem fungdes importantes durante a replicacdo e mitose,
bem como durante a fase G1 do ciclo celular. Sua superexpressao foi descrita em diferentes

categorias de cancer e € associada a um prognostico adverso (BERTOLI et al., 2015). Existem
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varias vias que regulam o gene e a proteina CDC25A, e esta bem estabelecido que variagdes
discretas do nivel da proteina afetem a estabilidade genémica e a transformacdo celular
induzida por varios oncogenes (SUEUR et al., 2020). A CDC25B regula a transi¢do de fase
G2/M por remover dois grupos fosfato inibitérios do loop de ligacdo do ATP da CDK2. A
CDC25B é superexpressa em Varios canceres, levando a ativacdo excessiva de CDK2/Ciclina
A e progressdo aberrante do ciclo celular resultando em pior progndstico. Estudos genéticos
demonstram o papel essencial de CDC25B no crescimento das células tumorais, sendo a
CDC25B um alvo terapéutico atrativo para inibicdo por pequenas moléculas (LUND et al.,
2015).

Figura 11 - Visdo geral da funcéo reguladora das fosfatases CDC25A, B e C na progresséo do

ciclo celular.
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Fonte: BRENNER et al.,2014.

Legenda: Na fase Go, as células que estavam quiescentes, voltam a entrar no ciclo celular ap6s a ativacéo da
CDKa3/ciclina C. A desfosforilagdo da CDK4/ciclina D, CDK®6/ciclina D e CDK2 em complexo com a ciclina E
e ciclina A pelas CDC25s levam a transicao para a fase de replicacdo do DNA. Na fase S tardia, a CDC25B ativa
a CDK1/ciclina A. Por fim, a desfosforilacdo de CDK1/ciclina B desencadeia a entrada mitética, e nesta etapa
todas as trés isoformas de CDC25 estdo envolvidas. No final da mitose, tanto a CDK1/ciclina B quanto as
CDC25s sdo degradados e o ciclo pode ser reiniciado.
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6.3 Acoplamento molecular

Apo6s as predicbes dos potenciais alvos moleculares e a devida selecdo (Figura
12), baseada nos dados da literatura sobre a relacdo destas proteinas com o0s possiveis
mecanismos de citotoxicidade, os estudos de acoplamento foram realizados com o intuito de
simular o modo de ligagédo entre os inibidores estudados e os alvos preditos. Nesta etapa, foi
considerado entdo se 0 modo de ligacdo dos compostos analisados € condizente com 0 modo

de ligacdo de ligantes conhecidos dos alvos moleculares preditos.

Figura 12 - Representacao esquematica da selecdo de alvos moleculares.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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(PFKFB3 e NAMPT)

Considerando a analise de predicdo de alvos por similaridade estrutural, as
proteinas PFKFB3 e NAMPT foram consideradas potenciais alvos para o composto 7.
Portanto, o composto 7 foi submetido ao estudo de acoplamento molecular com ambas as
proteinas preditas. Como resultado da predicdo utilizando servidores, o Swiss Target
Prediction retornou como alvos para os compostos 1 e 3 as proteinas CDC25A e CDC25B.
Porém, no PDB, esta disponivel apenas a estrutura cristalografica da CDC25B. Portanto,

somente essa proteina foi utilizada para o acoplamento com os compostos 1 e 3.
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6.3.1 Proteina PFKFB3

A estrutura tridimensional da proteina PFKFB3 depositada no PDB sob o cddigo
de identificacdo 6HVI, com resolucdo de 1,96 A e Riree 0,214 foi selecionada. Foram mantidas
as moléculas de aguas estruturais (702) e (907) para os calculos de acoplamento molecular,
pois fazem ligacdes de hidrogénio com ligante. Nesta estrutura, a proteina esta complexada
com um inibidor, denominado GV5 (Figura 13), derivado de N-aril-6-aminoquinoxalina.

Figura 13 - Estrutura molecular do ligante GV5.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo Boutard et al. (2019), considerando os compostos A e B derivados de N-
aril-6-aminoquinoxalina (Figura 14), o nlcleo quinoxalina se posiciona no sitio de ligacdo do
ATP da PFKFB3 através de provaveis ligacdes de hidrogénio com os residuos de aminoacido
Asnl63 e Ser152, bem como a potencial interacdo hidrofobica com Cys154. Anéis aromaticos
biciclicos ndo polares na posicdo 8 da quinoxalina interagem com um bolso lipofilico
relativamente plano e o substituinte amino aril orto-substituido na posicdo 6 interage por
empilhamento-n com o residuo Tyr49 bem como provaveis intera¢des anion-n ou ligagdes de
hidrogénio com o residuo Glu166. Os derivados de sulfonamida N-substituidos demonstraram
um aumento de atividade no alvo, provavelmente devido ao surgimento de interacdes
adicionais hidrofébicas com residuos da regido do sitio de ligacdo, como Val243, Vall59,
Val217, Pro421 e Ser162.
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Figura 14 - Compostos A e B derivados de N-aril-6-aminoquinoxalina.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A pose melhor ranqueda do redocking do ligante GV5 apresenta a maioria das
interacdes com o sitio ativo descritos na literatura (Figura 15A). A ligacao de hidrogénio com
0 residuo Glul166 é mediada por uma molécula de agua (702) e ndo diretamente como descrito
na literatura. Portanto, pode-se dizer que o protocolo de acoplamento adotado para este estudo

é adequado para predizer o modo de ligacao entre inibidores e a proteina PFKFB3.



54

Figura 15 - Sobreposicdo das poses mais bem ranqueadas no redocking (A) e acoplamento (B,
C, D) da proteina PFKFB3.

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A) Sobreposicao da pose mais bem ranqueada do ligante GV5 co-cristalizado com a enzima PFKFB3
durante o experimento de redocking. A pose do ligante proveniente do redocking esta representada em cor
predominante amarela e em verde esta representado o sitio de ligagdo e o ligante GV5 co-cristalizado. Todas as
interagdes do ligante com os aminoacidos dos sitios de ligagcdo foram mantidas no redocking. B) Pose melhor
ranqueada do segundo grupo mais populoso do acoplamento do composto 7 com a proteina PFKFB3. C) Pose
mais bem ranqueada do grupo mais populoso do acoplamento do composto 7 com a proteina PFKFB3. D) Pose
melhor ranqueada do acoplamento do composto 7 com a proteina PFKFB3. O composto 7 esta representado em
cor predominante cinza.

As moléculas de agua estdo representadas por esferas vermelhas, as ligagdes de hidrogénio por linhas tracejadas
azuis e as interacdes hidrofobicas por linhas tracejadas verdes, com suas respectivas distancias em A.

As poses mais representativas do composto 7 agrupadas com 1,48 A de RMSD
foram analisadas. Para isso, a pose de maior score dos dois grupos mais populosos foi
selecionada: um dos grupos contém 21 poses (10,5%) e o outro, 29 poses (14,5%). As poses
mais bem ranqueadas destes grupos foram a pose 70 (Figura 15B) e a pose 82 (Figura 15C),
respectivamente. A pose 160 (Figura 15D) foi a melhor ranqueada dentre as 200 e também

foi analisada.
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Quadro 1 - Massa molecular, score e score normalizado do ligante GV5, composto 7 e poses

mais representativas e mais bem ranqueadas para o redocking e acoplamento com a proteina

PFKFB3.
Massa molecular Score
Composto Pose Score )
(9/mol) normalizado
GV5 419 - 104,82 0,25
70 80,05 0,34
7 235 82 73,77 0,31
160 82,96 0,35

Fonte: Elaborado pela autora.

As poses melhores ranqueadas do primeiro e segundo grupos mais populosos
apresentam interacdes hidrofobicas com Asn163 e com Tyr49, que apesar de ndo serem as
mesmas interacOes descritas na literatura, sdo interacbes na mesma regido do sitio ativo da
proteina PFKFB3. Outras ligagdes hidrofébicas que contribuem para o posicionamento
semelhante a0 GV5 no sitio de ligacdo sdo com os aminoécidos Val217 e Val243, que estdo
entre as que possivelmente contribuem para aumento de atividade (BOUTARD et al., 2019).
Porém, as importantes interacfes com a Glul66 e Cys154 ndo estdo presentes nessas poses.
Essas duas poses sdo muito semelhantes e juntas representam 25% de todas as poses geradas.

Por dltimo a pose de maior score, possui interacdes hidrofébicas com Asnl63 e
com Tyr49, além da provavel ligacdo de hidrogénio do anel piridinico com a Asn163, sendo
importante para o ligante na ancoragem ao sitio de ligacdo. Adicionalmente, interage de forma
hidrofobica na regido dos residuos de Glul66, Cys154 e Serl52, que compBdem o sitio ativo
da proteina PFKFB3.

As trés poses analisadas do composto 7 apresentaram provaveis interacfes
importantes no sitio de ligacdo do ATP da proteina PFKFB3 e valores de score normalizado
semelhantes e superiores ao da pose do redocking, indicando que a composto 7 pode ter

afinidade pelo alvo molecular.
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6.3.2 Proteina NAMPT

Em relacdo a proteina NAMPT, foi selecionada para o acoplamento a estrutura
tridimensional depositada no PDB sob o cddigo de identificacdo 4LVF, com a resolucdo de
1,50 A e Riree 0,172 complexada ao ligante 20P (Figura 16). A estrutura depositada sob o
codigo 6E68, apesar de apresentar resolucio igual a 1,50 A e Riree 0,167, ndo foi selecionada,
pois ndo possui artigo de referéncia publicado.

Foi mantida a molécula de agua estrutural (827) para os célculos de acoplamento
molecular, pois dentre as dez estruturas cristalograficas analisadas em relacdo a posicdo das
aguas estruturais, em quatro delas (estruturas cristalograicas: 6E68, 6TAO, 5KIT e 5UPF) o
ligante co-cristalizado possui ligacdo de hidrogénio com o residuo de aminoacido Asp219,
mediada por uma molécula de agua na posicao semelhante a agua (827).

As estruturas cristalograficas disponiveis para aproteina NAMPT no PDB,
representadas no ANEXO 11, possuem RMSD < 0,20 em relacdo a 4LVF indicando alta

similiraridade entre elas.

Figura 16 - Estrutura molecular do ligante 20P.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A NAMPT é uma proteina composta por duas cadeias (A e B) e somente 0
residuo de Tyrl8 da cadeia B faz parte do sitio de ligacdo, sendo o restante dos residuos
pertencentes a cadeia A. Segundo Clarck et al. (2016), o FK866 (Figura 17), potente inibidor
da NAMPT, ocupa um sitio de ligacdo extenso, porém existe apenas uma provavel ligacéo de
hidrogénio direta com a proteina (com a Ser275) e duas ligacoes de hidrogénio mediadas por

moléculas de agua (242) e (645) com a Asp219. As possiveis intera¢es do tipo m -n entre 0
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grupo vinil-piridina e a regido delimitada pelos residuos de aminoécido Phe193 e Tyr18B, séo
importantes para o posicionamento do inibidor no sitio de ligacdo da proteina. Em contraste, a
cauda benzoil-piperidina é mais fracamente ligada, com o anel fenil ocupando uma pequena
bolsa delimitada pelas cadeias laterais dos residuos de Lys189 e Arg349. O estudo de
Dragovich et al. (2014), demonstrou interacdes hidrofobicas favoraveis do ligante com o tdnel
hidrofobico da proteina formado por 11e309, 11e351 e His191.

Figura 17 - Estrutura molecular do FK866.

(0]

Fonte: Elaborada pela autora.

No estudo de Giannetti et al. (2014), o ligante 20P apresentou atividade inibit6ria
frente 8 NAMPT. A porcao piridilanilina estendeu-se para a regido do tanel hidrofobico, e o
substituinte fenil ciclopropano ocupou o sitio de ligacdo. A amida possui ligacbes de
hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos Asp219, mediada pela molécula de &gua
(827), e direta com a Ser275.

A pose mais bem ranqueada do redocking do ligante 20P apresenta as provaveis
ligacGes de hidrogénio mediada pela molécula de agua estrutural (827) com a Asp219 e direta
com a Ser275, além da interacdo do tipo m-m com o0s residuos de Phel93 e a Tyrl8B,
importantes interacdes descritas na literatura (Figura 18A). A interacdo do ligante com o
tunel hidrofobico é mediado pelas provaveis interagcdes hidrofobicas com a 11e309 e 1le351.
Portanto, pode-se dizer que o protocolo de acoplamento adotado para este estudo € adequado

para predizer o modo de ligacdo entre inibidores e a proteina NAMPT.
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Figura 18 - Sobreposicdo das poses mais bem ranqueadas no redocking (A) e acoplamento (B,
C e D) da proteina NAMPT.

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A) Sobreposicdo da pose mais bem ranqueada do ligante 20P co-cristalizado com a enzima NAMPT
durante o experimento de redocking. A pose do ligante proveniente do redocking esta representada em cor
predominante amarela e em verde esta representado o sitio de ligagdo e o ligante 20P co-cristalizado. Todas as
interagdes do ligante com os aminoacidos dos sitios de ligagcdo foram mantidas no redocking. B) Pose melhor
ranqueada do grupo mais populoso do acoplamento do composto 7 com a proteina NAMPT. C) Pose mais bem
ranqueada do segundo grupo mais representativo do acoplamento do composto 7 com a proteina NAMPT. D)
Pose melhor ranqueada do acoplamento do composto 7 com a proteina NAMPT. O composto 7 esta representado
em cor predominante cinza.

A molécula de dgua esta representada por esfera vermelha, as ligagdes de hidrogénio por linhas tracejadas azuis
e as interagdes hidrofdbicas por linhas tracejadas verdes, com suas respectivas distancias em A.

As poses do composto 7 agrupadas com 1,49 A de RMSD foram analisadas ap6s
0 acoplamento. Os trés grupos mais populosos foram o quinto com 46 poses (23,0%) e o
terceiro com 36 poses (18,0%). As poses mais bem ranqueadas destes grupos foram a pose
186 (Figura 18B) e a pose 51 (Figura 18C), respectivamente. A pose 156 (Figura 18D) foi a

melhor ranqueada dentre as 200 e também foi analisada.
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Quadro 2 - Massa molecular, score e score normalizado do ligante 20P, composto 7 e poses

mais representativas e mais bem ranqueadas para o redocking e acoplamento com a proteina

NAMPT.
Massa molecular Score
Composto Pose Score ]
(9/mol) normalizado
20P 238 - 79,35 0,33
186 81,75 0,35
7 235 51 82,23 0,35
156 85,30 0,36

Fonte: Elaborado pela autora.

As duas poses mais bem ranqueadas dos grupos mais populosos e a pose melhor
ranqueada dentre as 200 poses analisadas possuem a provavel ligacdo de hidrogénio com a
Ser275, descrita na literatura. O anel piridinico se posiciona de forma favoravel na regido do
sitio ativo, entre a Phe193 e a Tyr18B, por meio das interacdes m -m. J4 a cadeia apolar do
composto 7 se posiciona no tunel hidrofobico da proteina NAMPT.

A impotante ligacdo de hidrogénio com a Asp219 mediada pela molécula de agua
estrutural (827) esta presente nas duas poses melhores ranqueadas dos grupos mais populosos,
porém é perdida na pose mais bem ranqueada.

As trés poses analisadas do acoplamento do composto 7 com a proteina NAMPT,
apresentaram provaveis interacdes no sitio ativo da proteina e possuem score normalizado
proximos e superiores ao do redocking, indicando que o composto 7 possa interagir de forma

favoravel com esse alvo molecular.

6.3.3 Proteina CDC25B

A estrutura tridimensional depositada no PDB sob o cddigo de identificacdo
AWH9, com a resolucio de 1,50 A e Ree 0,152 foi selecionada para como modelo da proteina
CDC25B complexada ao ligante 3M8 (Figura 19). Foram mantidas as moléculas de aguas

estruturais (714), (808), (821) e (831) para os calculos de acoplamento molecular. Essas
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moléculas de &gua estdo em posicOes semelhantes as aguas que fazem ligacdes de hidrogénio
entre o ligante co-cristalizado e a estrutura cristalografica 4WH?7.

A mutacdo presente nesse alvo proteico € no sitio ativo e ndo no sitio de ligacdo
do 3M8, portanto foi utilizado para o acoplamento molecular. Além disso, ndo esta disponivel

no PDB outra estrutura sem mutagdes.

Figura 19 - Estrutura molecular do ligante 3M8
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Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo Lund et al. (2015) o inibidor 2-fluoro-4-hidroxibenzonitrila (Figura 20)
se liga em uma pequena regido bem definida de CDC25B localizada a 15 A de distancia do
sitio ativo. Portanto, este € um inibidor alostérico. Esse local de ligacdo € composto
principalmente pelas cadeias laterais da Phe386, Leu398, Cys484, Arg488 e Met505. O anel
fenil se posiciona entre as cadeias laterais da Leu398 e Arg488, formando interacGes
hidrofobicas e céation-m, respectivamente. Uma caracteristica interessante desse sitio de
ligacdo é a presenca de numerosas moléculas de agua que formam uma rede de ligacdes de
hidrogénio. Essas aguas formam ligacdes de hidrogénio com a carbonila e amida da Met505 e
amidas da Lys399 e Gly380. Com base em estudos de mutagénese, a Arg488 e a Arg492 em
CDC25B mostraram ser necessarios para recrutamento de substrato CDK2 por meio de

interacdes ibnicas com Asp206.

Figura 20 - Estrutura molecular do inibidor 2-fluoro-4-hidroxibenzonitrila.

HO F

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na pose mais bem ranqueada do redocking do ligante 3M8 (Figura 21A), o anel
aromatico esté posicionado entre as cadeias laterais da Leu398 e Arg488, formando interacdes
hidrofébicas. Possui provaveis ligacdes de hidrogénio mediadas pelas moléculas de agua
(808) e (821) com a Met505 e pelas moléculas de agua (714) e (821) com a Lys399, conforme
descrito na literatura. Outras interacdes importantes para a atividade da proteina sdo a possivel
ligagdo de hidrogénio, mediada pela molécula de &gua (831), e a interacdo hidrofébica com a
Arg488. Portanto, o protocolo de acoplamento adotado para este estudo é adequado para
predizer o modo de ligacdo entre inibidores e a proteina CDC25B.
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Figura 21 - Sobreposicdo das poses mais bem ranqueadas no redocking (A) e acoplamento (B,
C e D) da proteina CDC25B com o composto 1.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A) Sobreposicdo da pose mais bem ranqueada do ligante 3M8 co-cristalizado com a enzima CDC25B
durante o experimento de redocking. A pose do ligante proveniente do redocking estd representada em cor
predominante amarela e em verde esta representado o sitio de ligacdo e o ligante 3M8 co-cristalizado.
Importantes interacbes do ligante com os aminoacidos do sitio de ligagdo foram mantidas no redocking. B) Pose
melhor ranqueada do grupo mais populoso do acoplamento do composto 1 com a proteina CDC25B. C) Pose
mais bem ranqueada do segundo grupo mais populoso do acoplamento do composto 1 com a proteina CDC25B.
D) Pose melhor ranqueada do acoplamento do composto 1 com a proteina CDC25B.

O composto 1 esta representado em cor predominante cinza. As moléculas de &guas estruturais estdo
representadas por esferas vermelhas e suas intera¢des em linhas tracejadas, sendo as azuis ligacdes de hidrogénio
e as verdes interagBes hidrofobicas, com suas respectivas distancias em A.

As poses agrupadas com 1,30 A de RMSD foram analisadas para 0 composto 1.
Os dois grupos mais populosos foram o segundo com 45 poses (22,5%) e o sexto com 44
poses (22,0%). As poses mais bem ranqueadas destes grupos foram a pose 189 (Figura 21B)
e a pose 134 (Figura 21C), respectivamente. A pose 83 (Figura 21D) foi a mais bem

rangqueada dentre as 200 e também foi analisada.
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Quadro 3 - Massa molecular, score e score normalizado do ligante 3M8, composto 1 e poses

mais representativas e melhor ranqueadas para o redocking e acoplamento com a proteina

CDC25B.
Massa molecular Score
Composto Pose Score ]
(9/mol) normalizado
3M8 277 - 82,14 0,30
189 62,61 0,15
1 426 134 57,76 0,14
83 64,48 0,15

Fonte: Elaborado pela autora.

Na pose mais bem ranqueada do grupo mais representativo, o0 composto 1 interage
na regido dos residuos de aminoacido Arg488, Arg492 e Met505 por meio de provaveis
interacdes hidrofébicas. Um dos aneéis se posiciona no sitio de ligacdo da proteina CDC25B
de forma semelhante ao anel aromatico do ligante 3M8 por meio de interacdes hidrofébicas.
A provavel ligacdo de hidrogénio com a Lys399, mediada pela molécula de agua (714),
também esté presente.

Na pose melhor ranqueada do segundo grupo mais representativo, as interacdes
com a proteina CDC25B sdo semelhantes a pose anterior, porém a importante interacdo com a
Lys399 é perdida. Em contrapartida, existe a possivel ligacdo de hidrogénio com a Arg492 e a
interacdo hidrofébica com o residuo de Cys484. Portanto, a pose mais bem ranqueada do
primeiro grupo mais populoso possui mais interacdes favoraveis com o sitio de ligacdo que a
pose melhor ranqueada para o segundo grupo mais populoso.

Por ultimo a pose de maior score, possui provaveis ligacGes de hidrogénio na
regido dos residuos de aminoacido Arg488 e Arg492. Além das interac@es hidrofébicas com a
Leu398 e a Arg488.

As trés poses analisadas do acoplamento do composto 1 com a proteina CDC25B,
apresentaram score normalizado proximos, porém abaixo ao do redocking, indicando ndo ser
favoravel a interacdo do composto 1 com esse alvo molecular ou uma interagdo com menor

afinidade pela proteina.
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Considerando o acoplamento para o composto 3, as poses agrupadas com 1,24 A
de RMSD foram analisadas. Os dois grupos mais populosos foram o primeiro com 140 poses
(70,0%) e o terceiro com 33 poses (16,5%). As poses mais bem ranqueadas destes grupos
foram a pose 66 (Figura 22B) e a pose 116 (Figura 22C), respectivamente. A pose 66 foi

também, a melhor ranqueada dentre as 200.

Quadro 4 - Massa molecular, score e score normalizado do ligante 3M8, composto 3 e poses

mais representativas e mais bem ranqueadas para o redocking e acoplamento com a proteina

CDC25B.
Massa molecular Score
Composto Pose Score )
(9/mol) normalizado
3M8 277 - 82,14 0,30
66 61,94 0,14
3 428
116 57,66 0,13

Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de score normalizados calculados para as poses geradas na analise do
acoplamento do composto 3 com a proteina CDC25B foram muito semelhantes aos das poses
geradas para o composto 1, indicando similaridade no posicionamento dessas poses no sitio
de ligacdo da proteina. Portanto, assim como o composto 1, 0 composto 3 parece ndo interagir
de forma favoravel com a CDC25B ou pode interagir com afinidade menor pelo alvo

molecular.
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Figura 22 - Sobreposicdo das poses mais bem ranqueadas no redocking (A) e acoplamento (B
e C) da proteina CDC25B com o composto 3.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: A) Sobreposicdo da pose mais bem ranqueada do ligante 3M8 co-cristalizado com a enzima CDC25B
durante o experimento de redocking. A pose do ligante proveniente do redocking estd representada em cor
predominante amarela e em verde esta representado o sitio de ligagdo e o ligante 3M8 co-cristalizado.
Importantes interacdes do ligante com os aminodacidos do sitio de liga¢do foram mantidas no redocking. B) Pose
melhor ranqueada do grupo mais populoso do acoplamento do composto 3 com a proteina CDC25B. C) Pose
mais bem ranqueada do segundo grupo mais populoso do acoplamento do composto 3 com a proteina CDC25B.
O composto 3 esta representado em cor predominante cinza. As moléculas de aguas estruturais estdo
representadas por esferas vermelhas e suas interacdes em linhas tracejadas, sendo as azuis ligagdes de hidrogénio
e as verdes interagBes hidrofobicas, com suas respectivas distancias em A.

A analise das poses geradas no acoplamento molecular demonstrou que as
proteinas PFKFB3 e NAMPT sdo alvos promissores para 0 composto 7, pois importantes
interacdes com o sitio ativo ja descritas na literatura estdo presentes e os valores de score
normalizado indicaram que o composto 7 se liga de forma favoravel a esses alvos

moleculares. Porém, o mesmo ndo acontece para 0s compostos 1 e 3, ja que as poses melhor
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ranqueadas geradas no acoplamento indicaram que estes compostos ndo se ligam de forma
favoravel no sitio alostérico da CDC25B.

Com o intuito de validar os resultados do estudo in silico foi proposto o
tratamento da linhagem celular THP-1 com o composto 7 para analise metabolomica, por
meio da espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN). Porém, devido ao acesso
restrito aos Laboratdrios de pesquisa durante a pandemia ndo foi possivel concluir essas
analises.

Metabolémica é o nome aceito para a ciéncia das Omicas que trata da
caracterizacdo do metaboloma, que por sua vez, é definido como todo o conjunto de
metabdlitos em um determinado sistema bioldgico, como uma célula, um tecido, um érgéo ou
um organismo (VIGNOLI et al., 2019). Estudos metabdlicos baseados em células in vitro,
muitas vezes combinados com outras dmicas, tém uso difundido em muitas areas de pesquisa.
Estes incluem: estudos sobre o efeito, acdo e toxicologia de drogas, caracterizacdo e
compreensdo do metabolismo da célula cancerosa, medicina regenerativa, metabolismo
imunologico e muitos mais. O objetivo comum de todos eles € compreender a influéncia e
envolvimento do metabolismo sobre/nos efeitos e mecanismos bioldgicos, e integrar essas
informacBes em mapas metabolicos (KOSTIDIS et al., 2017). Nesse contexto, as culturas de
células podem fornecer uma alternativa para a compreensao do metabolismo especifico de
candidatos a drogas. Para trabalhar com as culturas celulares, dados metabdlicos quantitativos
detalhados sdo necessarios para ambos 0s compartimentos, intra e extracelular. Nos ultimos
anos, varias abordagens metaboldmicas foram desenvolvidas para obter esses dados
metabolicos quantitativos, incluindo espectrometria de massa e método baseado em NMR
(KOSTIDIS et al., 2017).

Considerando que as proteinas PFKFB3 e NAMPT estdo envolvidas no
metabolismo celular e foram apontadas como provaveis alvos moleculares, a analise
metabolémica de células da linhagem THP-1 expostas ao composto 7 seria importante para o
esclarecimento do mecanismo de acdo de citoxicidade desse composto, pois indicaria quais

vias metabdlicas estariam inibidas e quais estimuladas.

7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A metodologia de target fishing combinada ao acoplamento molecular €

amplamente utilizada para a determinacdo de alvos moleculares. A disponibilidade de
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compostos com atividade citotdxica in vitro conhecida foi 0 que embasou a escolha dessa
estratégia para busca de alvos.
As duas ferramentas de target fishing utilizadas nesse estudo, pesquisa de
moléculas similares aos compostos de interesse a partir do banco de dados ChEMBL e uso de
servidores, foram conduzidas com sucesso na busca de potenciais alvos moleculares ja
descritos na literatura. Os dados obtidos a partir das moléculas obtidas no ChEMBL
resultaram como possiveis alvos as proteinas PFKFB3 e NAMPT, ambas envolvidas no
metabolismo celular. J& a proteina CDC25B foi predita pelo servidor Swiss Target Prediction.

Apbs a analise das poses geradas no estudo de acoplamento molecular as
proteinas PFKFB3 e NAMPT foram confirmadas como alvos promissores para 0 composto 7.
No entanto, apesar da inibicdo da progressédo do ciclo celular depender principalmente da
inibicdo da expressdo das ciclinas, os resultados do acoplamento molecular dos compostos 1 e
3 com a proteina CDC25B, ndo demosntraram interagGes favarovaveis.

Com intuito de validar o estudo in silico realizado, além da analise metabolomica
proposta, a avaliagdo da expressdo génica de PFKFB3 e NAMPT em linhagens de células
leucémicas também é uma ferramenta a ser utilizada no esclarecimento do mecanismo de
citotoxicidade dos compostos de interesse.

Outra perspectiva a ser considerada para os triterpernos pentaciclicos (compostos
1 ao 3) seria a analise da permeacdo/interacdo com membranas, considerando as acdes
descritas na literatura para o acido betulinico, que promove alteracdo no potencial da
membrana das mitocondrias promovendo a apopotose. Desta forma, ndo podemos descartar a
hipdtese do mecanismo de acdo dos triterpenos ser mediado por interagdes com alvos nao-
proteicos.

As proteinas PFKFB3 e NAMPT estdo envolvidas no metabolismo e crescimento
celular e possuem expressdo aumentada nas leucemias, portanto a busca por inibidores dessas

proteinas é de grande importancia para a melhoria das quimioterapias disponiveis.
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ANEXO | - Compostos ChEMBL com Tc > 0,75 em relagcdo aos compostos de interesse.

76

Compostos
q Compostos CHEMBL | Compostos CHEMBL Compostos CHEMBL Compostos CHEMBL Compostos CHEMBL Compostos CHEMBL
e
(Te)* (Te)° (Te)® (Te) (Te)® (Te)®
Interesse
CHEMBL3426505 (0,83)
CHEMBL1651318 (0,81)
CHEMBL205518 (0,81)
CHEMBL3426487 (0,79)
CHEMBL168 (0,79) CHEMBL2088122 (0,78)
CHEMBL400000 (0,83)
CHEMBL2088122 (0,79) CHEMBL168 (0,78)
CHEMBL169 (0,79) CHEMBL269277 (0,77) CHEMBL458696 (0,78)
CHEMBL269277 (0,78) CHEMBL462795(0,78) CHEMBL269277 (0,78)
1 CHEMBL269277 CHEMBL398831 (0,77) CHEMBL269277 (0,78)
CHEMBL169 (0,78) CHEMBL269277 (0,77) CHEMBL295602 (0,77)
(0,77) CHEMBL251244 (0,76) CHEMBL456957 (0,77)
CHEMBL224814 (0,77) CHEMBL194524 (0,76)
CHEMBL517756 (0,76)
CHEMBL2088123 (0,76) CHEMBL388775 (0,75)
CHEMBL3311279 (0,76)
CHEMBL1651317 (0,75)
CHEMBL1915760 (0,75)

CHEMBL295602 (0,75)
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CHEMBL269277
(0,79)
CHEMBL169 (0,76)

CHEMBL3311279 (0,82)
CHEMBL3426505 (0,80)
CHEMBL462795 (0,80)
CHEMBL269277 (0,79)
CHEMBL205518 (0,78)
CHEMBL1644101 (0,77)
CHEMBL1957345 (0,77)
CHEMBL295602 (0,77)
CHEMBL3426487 (0,76)
CHEMBL3426496 (0,76)
CHEMBL431525 (0,76)
CHEMBL168 (0,76)
CHEMBL375698 (0,76)
CHEMBL1165514 (0,76)
CHEMBL3311277 (0,76)
CHEMBL179443 (0,76)
CHEMBL1774188 (0,76)
CHEMBL2088124 (0,75)

CHEMBLA462795 (0,79)
CHEMBL205518 (0,78)
CHEMBL3311278 (0,76)
CHEMBL3311279 (0,76)

CHEMBL269277 (0,79)
CHEMBL517756 (0,78)
CHEMBL1978954 (0,76)
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CHEMBL205518 (0,89)
CHEMBL462795 (0,86)
CHEMBL2088123 (0,84)
CHEMBL2063136 (0,82)
CHEMBL3814944 (0,82)
CHEMBL168 (0,82)
CHEMBL375698 (0,82) | CHEMBL462795 (0,80)
CHEMBL2088122 (0,82) | CHEMBL205518 (0,79) | CHEMBL1627439 (0,81)
CHEMBL169 (0,8) CHEMBL2063137 (0,79) | CHEMBL3311278 (0,77) | CHEMBL269277 (0,79)
CHEMBL269277 - CHEMBL269277 (0,79) | CHEMBL257595 (0,77) | CHEMBL1978954 (0,76)
(0,79) CHEMBL224814 (0,79) | CHEMBL2088123(0,77) | CHEMBL400000 (0,76) CHEMBL456958 (0.79)
CHEMBL3311279 (0,78) | CHEMBL3311279(0,77) | CHEMBL398831 (0,75)
CHEMBL1915760 (0,78) | CHEMBL375698 (0,75)
CHEMBL3426505 (0,76)
CHEMBL194309 (0,76)
CHEMBL239075 (0,76)
CHEMBL239077 (0,76)
CHEMBL1651319 (0,76)
CHEMBL2088124 (0,76)
- CHEMBL225920 (0,78)
- - - CHEMBL389183 (0,75)
CHEMBL225697 (0,75)
CHEMBL494073 (0,78) CHEMBL2041096 (0,77) CHEMBL225920 (0,36)
) CHEMBL494674 (0,76) ) CHEMBL2041094 (0,75) CHEMBL389183 (0,33)




79

CHEMBL225697 (0,83)

CHEMBL494073 (0,77)
CHEMBL494674 (0,75)

CHEMBL2041096 (0,78)
CHEMBL2041094 (0,75)
CHEMBL2041088 (0,75)

CHEMBL225920 (0,85)
CHEMBL389183 (0,82)
CHEMBL225697 (0,82)

CHEMBL371474 (0,77)
CHEMBL414666 (0,76)
CHEMBL363390 (0,76)

CHEMBL3105848 (0,77)
CHEMBL566757 (0,75)

CHEMBL225920 (0,77)
CHEMBL479945 (0,75)
CHEMBL389183 (0,75)
CHEMBL225697 (0,75)

CHEMBL 2397593 (0,76)

CHEMBL72739 (0,80)
CHEMBL387746 (0,79)
CHEMBL225920 (0,78)
CHEMBL389183 (0,76)
CHEMBL225697 (0,76)
CHEMBL227023 (0,75)

CHEMBL494073 (0,75)

CHEMBL231041 (0,75)

CHEMBL225920 (0,79)
CHEMBL389183 (0,79)
CHEMBL225697 (0,79)
CHEMBL1988584 (0,75)

Legenda: a) Tc calculado entre os compostos de interesse e 0s compostos resultantes da pesquisa ChEMBL para a linhagem THP-1, CI50, fingerprint MACCS. b) Tc
calculado entre os compostos de interesse e 0s compostos resultantes da pesquisa ChEMBL para a linhagem THP-1, CI50, fingerprint Pubchem. ¢) Tc calculado entre
0s compostos de interesse e 0s compostos resultantes da pesquisa ChEMBL para a linhagem K562, CI50, fingerprint MACCS. d) Tc calculado entre os compostos de
interesse e 0s compostos resultantes da pesquisa ChEMBL para a linhagem K562, CI50, fingerprint Pubchem. e) Tc calculado entre os compostos de interesse e 0s
compostos resultantes da pesquisa ChEMBL para a linhagem K562, GI50, fingerprint MACCS. f) Tc calculado entre os compostos de interesse e 0s compostos
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resultantes da pesquisa ChREMBL para a linhagem K562, G150, fingerprint Pubchem. Nenhuma molécula obtida na busca no ChREMBL com os filtros: linhagem THP-1
e GI50, apresentou Tc>0,75.
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ANEXO Il — Estruturas cristalograficas depositadas no PDB para cada alvo proteico

estudado.

Alvo proteico | Coédigo PDB Resolucéo (A) Riree sob?elg/loi::;éo*
PFKFB3 6HVI 1,96 0,208 -
6E68 1,50 0,167 0,132
4LVF 1,50 0,172 -
4LVA 1,55 0,207 0,116
4010 1,55 0,179 0,100
6TAO 1,58 0,177 0,108
4KFN 1,60 0,183 0,102
4KFO 1,60 0,181 0,079
5KIT 1,60 0,180 0,118
4L.WW 1,64 0,179 0,077
5UPF 1,69 0,241 0,141
NAMPT 4L TS 1,69 0,190 0,111
4N9D 1,70 0,183 0,103
4LVG 1,70 0,171 0,089
401D 1,71 0,208 0,150
4N9E 1,72 0,189 0,093
4WQ6 1,72 0,188 0,122
5U2N 1,73 0,192 0,123
4M6P 1,75 0,241 0,114
4L.VD 1,75 0,213 0,190
4013 1,75 0,227 0,102
4N9C 1,75 0,201 0,126
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3DHF 1,80 0,196 0,194
4LV9 1,81 0,213 0,148
4LVB 1,84 0,215 0,172
4KFP 1.84 0,171 0,081
SLX5 1,88 0,196 0,173
NAMPT
3DKL 1,89 0,214 0,184
SU2M 1,89 0,220 0,131
4JR5 1,91 0,210 0,126
SUPE 1,93 0,217 0,142
SWI1 1,99 0,227 0,175
4WH9 1,50 0,152 -
CDC25B
4AWH7 1,62 0,198 0,099

Legenda: Em destaque estdo as proteinas selecionadas para o acoplamento molecular. *RMSD calculado entre as
estruturas cristalogréaficas depositadas no PDB e a estrutura cristalografica da proteina selecionada para o

acoplamento molecular.
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