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RESUMO

Federico, L. B. Planejamento e validacdo anti-proliferativa e anti-leishmania, de
novos hibridos tri-funcionalizados unidos através do anel 1,2,3-triazol e compostos
similares. 2016. 165f. Tese (Doutorado). Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As concepcdes de moduladores da dindmica dos microtibulos, que levam ao bloqueio do
ciclo celular, e de bloqueadores de canais de calcio tipo — L (Cav), tais como o 1,4-di-
hidropiridinas e analogos, que diminuem a resisténcia do organismo humano aos
tratamentos quimioterapicos através da inibi¢do da proteina de transmembrana P-gp, sdo
estratégias importantes tanto para terapias anticancer quanto para leishmanicida. Esta
abordagem tem mostrado resultados interessantes na diminuicdo da resisténcia a
quimioterapia em cancer chamada de MDR (do inglés Multi Drug Resistence), além de
também serem uma estratégia importante para controlar a fase inicial da leishmaniose.
Diante desse contexto, e baseado no estudo de Ueki 2013 e colaboradores que, a partir de
estudos anteriores, 0s quais relatam a superexpressdo das enzimas estona deacetilase
(HDAC) e catepsina L (CTSL) em celulas tumorais, propuseram um pro-farmaco
seletivo, planejado a partir de um espacador de lisina acetilada, que garante a liberacédo
do farmaco seletivamente nas células tumorais, trabalhamos no desenvolvimento de uma
nova proposta de pré-farmaco trifuncional. Nossa proposta foi desenvolvida a partir de
estudos de triagem virtual, baseados em ligantes e em estrutura, predi¢do das propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas (ADME/Tox) e também técnicas de bioinformatica para
a construcdo de um modelo de canal de calcio, devido a inexisténcia de estruturas, do
mesmo, que estivessem depositadas no banco de dados de proteinas PDB (Protein Data
Bank). Dessa forma, selecionamos potenciais hits bloqueadores do canal de calcio e de
moduladores da tubulina, que futuramente fardo parte de uma nova proposta de pro-
farmaco trifuncional. Paralelamente, nosso grupo de sintese colaborador sintetizou,
através de técnicas de "Click Chemistry" e rea¢des de Mitsunobu multicomponentes, uma
biblioteca de novos hibridos trifuncionais, os quais, apos estudos de atividade bioldgica,
foram avaliados (in silico) frente a estrutura da tubulina, e 0s compostos mais promissores
desta biblioteca serviram de base para novos estudos de triagem virtual e consequente
obtencédo de novos hits na luta contra o cancer e a leishmaniose.

Palavras-chave: antineoplasicos, leishmanicida, MDR, canal de célcio, tubulina, triagem

virtual
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Resumen

Federico, L. B. Planificacion y validacion antiproliferativa y anti-leishmania de
nuevos hibridos tri funcionalizado unidos a través del anillo 1,2,3-triazol y similares.
2016. 165f. Tese (Doutorado). Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
- Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Los conceptos de modulacion de la dindmica de los microtibulos, que conducen a la
obstruccion del ciclo celular y de los bloqueadores de los canales de calcio tipo L - (CAV),
como las 1,4-dihidropiridinas y analogos, que reducen la resistencia del cuerpo humano
a los tratamientos quimioterapicos mediante la inhibicidn de la proteina transmembrana
P-gp, son estrategias importantes para terapias contra el cancer y también leishmania.
Este enfoque ha dado resultados interesantes en una menor resistencia a la quimioterapia
del cancer llamado MDR (inglés: Multi Drug Resistence), al mismo tiempo que es una
estrategia importante para controlar la etapa inicial de la leishmaniasis. En este contexto,
y con base en el estudio de Ueki 2013 y colaboradores que, a partir de estudios anteriores,
donde ha sido reportado la sobreexpresion de las enzimas histona Estona (HDAC) y
catepsina L (CTSL) en las células tumorales, han propuesto un profarmaco selectivo,
planificado desde un enlace/link de lisina acetilado, que asegura la liberacion del farmaco
selectivamente en las células tumorales, nosotros hemos trabajado para desarrollar una
nueva propuesta de profarmaco trifuncional. Nuestro proposito ha sido desarrollado en
estudios basados en cribados virtuales (basado en ligantes y en estructura), prediccion de
las propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas (ADME / Tox) y también técnicas en
bioinformatica para la construccion de un modelo de canal de calcio, este debido a la
inexisténcia de estructuras de este tipo en el banco de datos de proteinas PDB (Protein
Data Bank). Por lo tanto, hemos seleccionado hits bloqueadores de los canales de calcio
y hits moduladores de la tubulina, que en el futuro seran parte de una nueva propuesta de
profarmaco trifuncional. Del mismo modo, nuestro grupo colaborador de sintesis ha
sintetizado, utilizando técnicas de "Click Chemistry y reacciones de Mitsunobu de
multiples componentes, una biblioteca de nuevos hibridos trifuncionales que, después de
los estudios de actividad bioldgica, fueron también evaluados contra la estructura de la
tubulina (por estudios de quimica computacional), y los compuestos méas prometedores
de esta biblioteca sirvieron como base para nuevos estudios de cribado virtual, con vistas
a obtener nuevos hits en la lucha contra el cancer y leishmaniosis.

Palabras clave: antineoplasicos, leishmanicida, MDR, canales de calcio, tubulina, cribado
virtual
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ABSTRACT

Federico, L. B. Design, anti-proliferative and anti-leishmanial evaluation of new tri-
functionalized hybrids linked through a 1,2,3-triazole moiety and similar
compounds. 2016. 165f. Tese (Doutorado). Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The concepts of modulating microtubule dynamics, and calcium channel L-types (CAV)
blockers are important strategies for anticancer and antileishmanial therapies.
Microtubule modulators that blocks the cell cycle and the calcium channel blockers, such
as, 1,4-dihydropyridines and analogues, reduce the resistance of the human body to
chemotherapeutic treatments by inhibiting transmembrane P-gp protein. This approach
has shown interesting results in reduced resistance to chemotherapy in cancer called MDR
(Multi Drug Resistance), and an important strategy for controlling the early stage of
leishmaniasis. In this context, we work to develop a new proposal for trifunctional
prodrug. We have based on the study of Ueki 2013 and collaborators, which, from earlier
studies with reported overexpression of both deacetylase estona enzymes (HDACSs) and
cathepsin L (CTSL) in tumor cells, proposed a selective prodrug. This selective prodrug
have been now designed by us considering an acetylated lysine link/spacer, which ensures
the release of the drug selectively in tumor cells. Our work was to develop, through virtual
screening studies (ligand- and structure-based virtual screening), prediction of the
pharmacokinetic and toxicological properties (ADME /Tox) and also to use
bioinformatics techniques for building of a calcium channel model, due to lack of
structures thereof deposited in the Protein Data Bank. Thus, we have selected novel
potential hits calcium channel blockers as well as hits tubulin modulators, which, in the
future, they will be part of a new proposal for prodrug trifunctional. Similarly, our
collaborator group on synthesis has prepared a library of new trifunctional hybrids, using
Click Chemistry and Mitsunobu multicomponent reactions. We have evaluated these
compounds regarding a tubulin activity (by using computational chemistry studies), after
biological activity studies already realized, and the most promising compounds from this
library have served as basis for new virtual screening studies in the fight against cancer
and leishmaniasis.

Keywords: antineoplastic, leishmanicidal, MDR, calcium channel blockers, tubulin,
virtual screening.
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1. Introducéao

O desenvolvimento de novos farmacos contra doencas neoplasicas e doencas
negligenciadas, como o cancer e a leishmaniose, respectivamente, & uma das prioridades
atuais da rea de ciéncias da vida. A dificuldade nesta &rea de pesquisa esta em descobrir
novos agentes seletivos a células de tumor e ao parasita, capazes de inibir proliferacdo

dos mesmos, mas sem causar toxicidade geral.

O uso da quimioterapia tradicional para o tratamento do cancer e da leishmaniose
ainda € muito limitado. Um dos maiores desafios, e também a principal responsavel por
casos de insucessos nos tratamentos quimioterapicos contra essas enfermidades, é a
chamada “resisténcia a multiplos farmacos” (MDR do inglés: multi-drug resistence). A
MDR é responsavel por impedir o paciente em obter respostas ao tratamento
quimioterapico em detrimento da diminuicdo da concentracdo de farmacos no meio
intracelular e, por consequéncia, em seus locais de acdo. O principal e mais estudado meio
pelo qual isso acontece, é decorrente a acao da proteina de transmembrana P-glicoproteina
(P-gp) que € responsavel pelo efluxo de farmacos e xenobidticos do meio intracelular’=>.

O perfil epidemiolégico das doencas neoplasicas e da leishmaniose sdo distintos.
Enguanto o cancer é um problema de satde mundial e responsavel por 1 a cada 7 casos
de ébito no mundo, a leishmaniose, que ainda é uma das doencas mais negligenciadas do
mundo, atinge principalmente os paises de baixa renda e em desenvolvimento, sendo

responsavel por cerca de 2 milhdes de novos casos por ano® .

Segundo a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC, do inglés:
International Agency for Research on Cancer), da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), foi estimado em 2012 um ndmero de 14,1 milhGes de casos de cancer no mundo,
dos quais 8,2 milhdes de pessoas vieram a obito. Ainda segundo a OMS, estima-se para
0 ano de 2030 um namero de 21,4 milhdes de pacientes com cancer, dentre os quais 13,2
milhGes de pessoas falecerdo’®. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estimou para os anos de 2014 e 2015 aproximadamente 576 mil casos de pessoas com 0
diagnostico de cancer, e este perfil se agravara nos proximos anos em virtude do processo
de mudanca demografica que ocorre no Brasil, o qual agrava a ocorréncia das doencas

crénico-degenerativas®.



22

Em relacdo aos dados epidemioldgicos da leishmaniose, a OMS convocou em
marco de 2010 um Comité de Peritos sobre Leishmaniose para emisséo de um relatorio
técnico atualizado sobre a leishmaniose, em virtude da escassez desses dados. Como
resultado, puderam estimar um total de 98 paises com transmissdo de leishmaniose
endémica, totalizando de 0,2 a 0,4 milhdes de casos de leishmaniose visceral (LV) e 0,7
a 1,2 milhGes de casos de leishmaniose tegumentar (LT), por ano. Ainda foi relatado, que
mais de 90% dos casos globais de LV estdo hoje em apenas 6 paises: india, Bangladesh,

Sudao, Suddo Meridional, Etiopia e Brasil®*°.

Atualmente estima-se 1,3 milhGes de novos casos de leishmaniose por ano no
mundo, sendo 300 mil de LV, com cerca de 20 mil a 50 mil casos de morte ao ano, e
1milhdo de LT, No Brasil, a média de casos de LV entre os anos de 2005 a 2009 foi de
3.679, de 3.558 casos por ano de 2010 a 2012, e de 24684 casos por ano de LT no periodo
de 2005 a 2009 %2, Estes altos nimeros de incidéncia, bem como, a gravidade desta
enfermidade, exprime a necessidade de descobrimento e estudo de novos agentes contra

esta parasitose.

Os pontos em comum entre as duas patologias citadas acima, i.e. 0 cancer e a
leishmaniose, s&o a utilizagio da tubulina como potencial alvo farmacoldgico**?! e, em
muitos casos, a ocorréncia de MDR ao se utilizar essa estratégia de tratamento? 24, Além
dos medicamentos em uso para o tratamento do cancer, existe uma vasta literatura sobre
a utilizacdo de compostos moduladores da tubulina com atividades leishmanicida, tais
como derivados de dinitroanilina e benzimidaz6is?>2°>2", Em particular, os benzimidazdis
tém sido planejados para interagir com a tubulina no sitio da colchicina, o qual € uma
regido potencialmente promissora da tubulina. Este sitio acomoda moléculas com menor
lipofilicidade, quando comparados aos alcaloides da vinca, por exemplo, além de
diferentes estudos relatarem que alguns farmacos que interagem nesta regido detém a

propriedade de superar a MDR 2829,

Em virtude dos dados apresentados acima, a presente Tese doutoral tem por
objetivo o planejamento, com vistas ao desenvolvimento, de novos agentes capazes de
modular a acdo da tubulina e ndo sofrerem agdo da P-gp, e como consequéncia, ndo
sofrerem MDR. Nosso grupo de pesquisa liderado pelos professores Drs. Carlos H. T. P
Silva (FCFRP/USP) e Joaquin Campos Rosa (Facultad de Farmécia, Universidad de
Granada, Espanha) estuda a proposta de um pro-farmaco duplo constituido por um ndcleo

com caracteristicas semelhantes as dihidropiridinas (DHPSs), responsaveis pela inibicéo
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da P-gp, e outro com caracteristicas semelhantes a colchicina, responsavel pelo efeito
citotoxico ocasionado pela inibicdo da tubulina. Estes dois nucleos serdo ligados por
lisina acetilada, visando a seletividade para as células tumorais. Dessa forma, propomos
um pro-farmaco cuja intencdo € ser seletivo as células tumorais, citotoxico e ndo sofrer
MDR.

Nossa proposta esta baseada no estudo de Ueki*® 2013 e colaboradores, que a
partir de estudos anteriores, 0s quais relatam a superexpressdo das enzimas estona
deacetilase (HDAC)33 e catepsina L (CTSL)3*% em células tumorais, propuseram um
pré-farmaco seletivo para células tumorais, planejado a partir de um link de lisina
acetilada. A acdo destas duas enzimas, quando superexpressas, liberam o farmaco

seletivamente nas células tumorais.

Para o desenvolvimento e o estudo dos dois ndcleos que fardo parte da nossa
proposta, bem como a avaliacdo e o estudo das propostas do nosso grupo de sintese,
utilizamos técnicas computacionais de planejamento de farmacos®*-*°. Foram utilizadas
técnicas de Ligand-based Drug Design (LBDD), Structure-based Drug Design (SBDD),
predicdo das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas (ADME/Tox), além de

técnicas de bioinformatica.

1.1. Resistencia a Multiplos Farmacos (MDR)

A MDR foi primeiramente observada em 1976 por Juliano e Ling*, que notaram
correlacdo entre a diminuicdo da permeabilidade da colchicina em células tumorais de
ovario de hamsters e 0 aumento da expressao de P-glicoproteinas. Estudos posteriores
identificaram a existéncia de duas formas de ocorréncia da MDR: a inata, chamada de
intrinseca, e a que se desenvolve durante o tratamento quimioterapico, neste caso
chamada de resisténcia adquirida. No caso da MDR inata, as células tumorais
desenvolvem uma diferenciacéo celular ou uma variagdo genética no inicio da formacéo
do tumor, o que implica em ndo haver resposta pelo paciente aos medicamentos, desde o
inicio do tratamento. J& a MDR adquirida aparece no decorrer do tratamento, devido a
proliferacdo de células com variaveis raras, tornando o0 paciente resistente aos

medicamentos no decorrer do tratamento*!#2.
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O conceito de MDR é genérico, isto é, ele ndo esta relacionado apenas a uma
classe de medicamentos ou a um alvo especifico, o que intriga ainda mais 0s
pesquisadores da &rea. Em outras palavras, farmacos sem nenhuma familiaridade
estrutural ou farmacoldgica podem estar envolvidos no fendmeno da MDR. Tal fato se
relaciona com os fatores envolvidos que podem ser decorrentes da diminui¢éo do influxo
ou aumento do efluxo dos farmacos pelas membranas, alteracbes no alvo molecular,
alterac6es no metabolismo do farmaco, sequestro de farmacos por vesiculas, aumento dos

mecanismos de reparo do DNA e incapacidade da célula em sofrer apoptose 2~°.

No que diz respeito a MDR relacionada com a passagem de farmacos pelas
membranas, as vias que afetam a diminuicdo da concentracdo de farmaco no meio
intracelular podem estar relacionadas com a acdo de mais de 400 transportadores de
membranas. Estes transportadores sdo agrupados em duas grandes familias: a familia de
transportadores de soluto (SLC, do inglés solute carriers) e a superfamilia ABC (do inglés
ATP-binding cassette), da qual ja foram identificados 48 transportadores que agem de
formas distintas. A acdo da SLC, relacionada a MDR, causa diminuicdo do influxo de
farmacos para o interior das células, o contrario se observa na acédo da superfamilia ABC,
a qual age diminuindo a concentracdo de farmacos no interior das células, ocasionado

pelo efluxo dos mesmos 34344,

A primeira e mais estudada proteina transportadora da superfamilia ABC foi a P-
glicoproteina (P-gp, MDR1 ou ABC B1). Em seguida foram identificadas outras
proteinas transportadoras dessa familia, que foram divididas em 7 classes (A-G). As que
conferem a propriedade de exercer a MDR estdo presentes nas classes A, B, C e G, sendo
as principais: a MRP1 (do inglés multidrug resistance protein 1, também chamada de
ABC C1), e pela acdo da proteina resistente a mitoxantrona MXR (do inglés
mitoxantrone-resistance protein, também chamada de ABC G2)3*%4  Muitos
quimioterapicos importantes ja foram identificados como substratos para essas classes de

transportadores e podem ser observados na Figura 12,

Dentro da superfamilia familia ABC, a P-glicoproteina é a classe mais
amplamente estudada“®. Isto deve-se & descoberta da superexpressdo dessa proteina em
células tumorais e a reducdo de sua concentracdo no ambiente intracelular de farmacos
tais como antraciclinas, alcaloides da vinca e taxanos. Abundantemente expressa na
mucosa intestinal, no epitélio do figado, placenta e barreira hematoencefalica, a funcao

da P-gp esta relacionada com o transporte de toxinas e xenobioticos (moléculas
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lipofilicas) para 0 meio extracelular, forma pela qual os alcaloides da vinca sao excretados
para fora das células %2, Dessa forma, uma estratégia para a diminuicdo do efluxo de
quimioterapicos seria a modulacdo da acdo da P-gp, a qual pode ocorrer por trés formas
distintas: (1) inibicdo competitiva, ndo competitiva ou alostérica, (2) interferindo na

hidrolise do ATP ou (3) alterando a integridade das membranas lipidicas*.

MXR

Figura 1. Esquema representativo dos substratos identificados por sofrerem agdo da: MDR1, MRP e MXR:
BIS, Bisantrene; CA, Calceina; CA-AM, Calceina-AM; COL, Colchicina; DNR, Daunorrubicina; DOX,
Doxorrubicina; EPI, Epirrubicina; LTC4, Leucotrieno C4; LYS, LysoTracker; MTX, Metotrexato; MX,
Mitoxantrona; NEM-GS, N-ethyl maleimida glutationa; PRA, Prazosina; RHO, Rodamina 123; TXL,
Taxol; TOP, Topotecano; VBL, Vinblastina; VER, Verapamil; VP-16, Etoposide®.

A descoberta de farmacos capazes de inibir a acdo da P-gp foi dada atravées de
estudos que revelaram o aumento da concentracdo dos quimioterapicos no meio
intracelular através da associacio dos mesmos com bloqueadores de canal de Ca?*. Zhou,
2005 e colaboradores®® demonstraram este fato em um de seus estudos, no qual se testou
a acao de 24 DHPs e a acumulacao do quimioterdpico mitoxantrona em células tumorais.
Estes pesquisadores constataram que os bloqueadores do canal de calcio sdo também
agentes anti-resisténcia e demonstram uma nova alternativa no desenvolvimento de novos

farmacos para o tratamento de cancer.

A primeira geracdo de moduladores da P-gp estudada inclui os bloqueadores de
canal de célcio, sendo o Verapamil o primeiro representante desta classe®. Outros

bloqueadores de canal de calcio, tais como a nifedipina e diltiazem, posteriormente
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estudados, também revelaram a propriedade de modular a P-gp. O que torna essa geracédo
de farmacos ineficaz para o combate a MDR € concentracdo para a modulagdo da P-gp,
que é de 5a50 uM, contra 0,4 a 1,2 UM, para os efeitos cardiovasculares e de 2 a 6 uM
para os efeitos toxicos. Outros representantes desta geracdo sdo 0s antagonistas da
calmodulina (trifluoperazima e cloropromazina) e os imunossupressores (ciclofosfamida
A)55

A segunda geracao de inibidores da P-gp € composta por analogos do Verapamil,
mais potentes e menos toxicos, mas ainda ndo eficientes, pois a concentracdo para
inibicdo da P-gp é de 1 a 2 uM. Ainda, essa geracao de inibidores da P-gp demonstrou
desvantagens farmacocinéticas por competir com outros quimioterapicos pela enzima
P450°,

Estudos de andlise combinatoria e relacdo estrutura-atividade deram origem a
terceira geracdo de inibidores da P-gp, que sdo farmacos com menor concentracdo de
acdo, porém falharam em estudos clinicos de fase I11°7. Frente as trés geragGes de
inibidores da P-gp, as DHPs ainda sdo amplamente estudadas na tentativa de se propor
um farmaco capaz de ser seletivo a P-gp, o que significa ter uma baixa afinidade pelos

canais de calcio®”°,

1.2. Cancer

Segundo a OMS, céancer € um termo genérico adotado para um grupo de mais de
200 doencas, as quais apresentam em comum, multiplicacdo e crescimento celular
descontrolados. Estas células deixam de responder aos estimulos fisiologicos e detém a
propriedade de invadir outros 6rgdos ou tecidos, caracterizando a metastase. Também
comumente chamadas de células neoplasicas, as células de cancer podem se acumular e
formar um tumor que pode ser benigno, de crescimento lento e que ndo acarreta dano ao
organismo, ou maligno, o qual as células que o compde se dividem rapidamente e causam

danos ao organismo’6:-54,

Dependendo do tecido de origem, o cancer recebe denominacGes distintas: (a)
carcinoma derivado de tecidos epiteliais, podendo ser ainda subdividido em
adenocarcinoma, carcinoma de células basais, carcinoma de células escamosas e

carcinoma de células de transigdo; (b) sarcoma, derivado de tecidos 6sseos, musculos ou
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cartilagem ou vasos sanguineos; (c) leucemias provenientes dos tecidos formadores de
células do sangue; (d) linfomas e mielomas, os quais comecam nas células do tecido
imunitério; (e) cérebro e medula espinhal, conhecidos como cancer do sistema nervoso
central. Eles ainda podem ser classificados de acordo com o 6rgdo onde se inicia a
neoplasia, sendo assim, classificados como: cancer de colo retal, cancer de mama, cancer

de pulmao, e outros %364,

O projeto GLOBOCAN da IARC forneceu estimativas de alta qualidade sobre a
localizagdo geografica, sexo e estimativas de novos casos em 5 anos podendo ser
observado na Tabela 1. Estes dados demonstram o agravante aumento dos numeros de
incidéncia de cancer no mundo, de acordo com a previsdo para 0s proéximos cinco anos,
além de relatar a alta taxa de mortalidade da doenca, ndo sendo diferenciada pelo sexo. O
fator preocupante, que faz o cancer ser uma das doencas mais estudadas no mundo, é o
fato desta doenca ser uma das causas mais comuns de mortalidade e morbidade mundial,
chegando ao nimero de 8 milhdes de mortes registradas em 2012 e podendo ter um

aumento de 70% até 2030 6567,

Tabela 1. Incidéncia, Mortalidade e Estimativa de casos de cancer para distintas regides mundiais para o
ano de 2012 feita pelo projeto GLOBOCAN da IARC 6667,

NUmero Estimado Homens Mulheres Ambos Sexos
Casos Mortes Previsdo Casos Mortes Previsdo Casos Mortes  Previsdo
para para para
5anos 5anos 5anos
Mundo 7410 4653 15296 6658 3548 17159 14068 8202 32455

Regides mais desenvolvidas 3227 1592 8550 2827 1287 8274 6054 2878 16823
Regifes menos desenvolvidas 4184 3062 6747 3831 2261 8885 8014 5323 15632

OMS Regido Africana (AFRO) 265 205 468 381 250 895 645 456 1363
OMS Regido Pan-Americana 1454 677 3843 1429 618 4115 2882 1295 7958
(PAHO)
OMS Regido Mediterraneo 263 191 461 293 176 733 555 367 1194
Oriental (EMRO)
OMS Regido Europeia 1970 1081 4791 1744 852 4910 3715 1933 9701
(EURO)
OMS Regido do Sudeste 816 616 1237 908 555 2041 1724 1171 3278
Asiatico (SEARO)
OMS Regido do Pacifico 2642 1882 4493 1902 1096 4464 4543 2978 8956

QOcidental (WPRO)
Membros do IARC (24 paises) 3689 1900 9193 3349 1570 9402 7038 3470 18595

Estados Unidos da América 825 324 2402 779 293 2373 1604 617 4775
China 1823 1429 2496 1243 776 2549 3065 2206 5045

india 477 357 665 537 326 1126 1015 683 1790

Unido Europeia (EU-28) 1430 716 3693 1206 561 3464 2635 1276 7157

No Brasil o INCA faz a publicacéo, a cada 2 anos, das estimativas de novos casos
de cancer com base em dados gerados pelos Registros de Céancer de Base Populacional.

Em 2014 foi estudada a prevaléncia de 19 tipos de cancer, selecionados de acordo com a
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magnitude e impacto. Tal estudo pode demonstrar, entre outros dados, uma estimativa de
68.800 homens com cancer de prostata, sendo o tipo de cancer mais incidente entre 0s
homens brasileiros, no mundo. Pela estimativa de 2012 do GLOBOCAN, identificou esse
tipo de cancer como o segundo mais incidente entre os homens, atingindo cerca de
1,1milhdes de pessoas, e representando 6,25% do total mundial. Entre as mulheres
brasileiras, estima-se o nimero de 57.120 casos de cancer de mama, sendo considerado o
tipo mais incidente entre as mulheres, com um total de 1,67 milhdes no mundo, segundo
a GLOBOCAN®-8,

Outro dado comparativo importante que podemos observar nos estudos da
GLOBOCAN é um panorama geral de analise das estimativas dos tipos de cancer por
100.000 individuos, por ano, e ainda, podemos comparar 0s dados obtidos pelo mesmo
estudo no Mundo e Brasil (Grafico 2)%°%8, Estes graficos nos permitem analisar de forma
clara quais séo os tipos de cancer com maior incidéncia e mortalidade. No caso das
andlises feitas no mundo podemos observar a agressividade do cancer no pulmao, que
detém uma alta incidéncia e mortalidade nos homens, assim como, as neoplasias no
figado, esdfago, leucemias, pancreas e sistema nervoso, tanto para homens quanto para
mulheres, que ndo detém uma elevada incidéncia, porém os dados de mortalidade e
incidéncia sdo préximos. No caso das neoplasias de prostata e mama podemos observar
a alta incidéncia da doenca, sendo o de mama o mais incidente, porém ambos detém uma

baixa mortalidade.

A mesma analise feita para os dados obtidos no Brasil (Gréfico 2) nos revela a alta
incidéncia das neoplasias de prdstata e mama e também a baixa mortalidade das mesmas.
Porém o que chama a atencdo sdo as taxas de incidéncia das neoplasias de préstata e
mama, que detém as taxas de incidéncia por 100.000 individuos, mais alta quando

comparada das taxas mundiais.

Assim como existem variados tipos de cancer, o tratamento para essa enfermidade
é baseado na particularidade de cada uma dessas neoplasias e no grau de avango da
doenca. A quimioterapia € um dos métodos mais utilizados no combate do cancer, mas
muitas vezes se faz necessario a combinagdo de tratamentos, como a quimioterapia
associada a radioterapia, e ainda intervengdes cirirgicas como a mastectomia no caso do

cancer de mama e transplantes em alguns casos de leucemia®2646%-71,
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Gréfico 1.Representacdo da incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais atingidos entre os homens e
mulheres no Mundo por 100.000 pessoas por ano 5667,
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Legenda: O grafico (a) diz respeito aos dados obtidos para 0s homens, (b) mulheres e (¢) ambos 0s sexos.
A cor azul representa a incidencia e vermelho a mortalidade de cada tipo de cancer.

Gréfico 2.Representa¢do da incidéncia e mortalidade dos tipos de cancer mais atingidos entre os homens e
mulheres no Brasil por 100.000 pessoas por ano %67,
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Legenda: O grafico (a) diz respeito aos dados obtidos para os homens, (b) mulheres e (c) ambos os sexos.
A cor azul representa a incidencia e vermelho a mortalidade de cada tipo de céncer.

O surgimento do que chamamos hoje de quimioterapia teve seu inicio com Paul
Ehrlich, no século XIX, o qual iniciou estudos de substancias quimicas para um alvo
especifico e, dessa forma, contribuiu para a transicdo entre a farmacologia experimental

e a terapia farmacoldgica, que por sua vez conduziu ao nascimento da quimioterapia. As
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contribuicdes de Ehrlich tiveram inicio em 1891, quando 0 mesmo comegou a estudar os
efeitos antimalaricos do azul de metileno, e em 1904, quando comegou a estudar infec¢oes
por tripanosomas, linha de pesquisa essa que culminou na introducdo do conceito de
quimioterapia, avancando até ser laureado com o Prémio Nobel de 1908 e posteriores

indicacbes em 1912 e 1913 por suas contribuicdes a quimioterapia’>’2,

A quimioterapia moderna teve seu inicio em 1942, com a utilizacdo do gas
mostarda para o tratamento de um paciente com Linfoma ndo-Hodgkin, sendo este o
primeiro agente alquilante descoberto. Posteriormente, em 1948 Syndey Farbe descobriu
uma nova via de combate ao céncer, através da utilizacdo de andlogos de folato
(Metrotexato) para o tratamento da leucemia, e posteriormente foi descoberta a agdo desta
classe de medicamentos para outros tipos de cancer. A terapia combinada teve seu inicio
em 1973, quando Emil Frei e colaboradores utilizaram pela primeira vez a associagédo de

metotrexato com leucovorin para o tratamento osteosarcoma’®.

Posteriores e sucessivos avancos culminaram no modo atual de tratamento
quimioterapico. Hoje, os tratamentos quimioterapicos e pesquisas na area levam em
consideracdo as possiveis intervencdes que podem ser feitas no ciclo de multiplicacéo
celular (Figura 2a) e ao conhecimento das classes dos farmacos que agem em cada uma

dessas fases (Figura 2b)’°.

A quimioterapia para o tratamento do céncer é projetada para explorar as
diferencas entre células normais e células neoplasicas, e dessa forma, 0s objetivos deste
tipo de terapia incluem a utilizacdo de um medicamento que pode especificamente causar
apoptose ou, ainda, alterar o fendtipo maligno de células de cancer sem gerar efeito
significativo sobre as células normais. Sendo assim, uma das formas de conseguir a morte
celular é interrompendo o fluxo mitético através da interacdo de estruturas quimicas com
diferentes etapas do ciclo celular, como por exemplo os microttbulos, particularmente
com a proteina af-tubulina. Os microtibulos permanecem como um dos poucos alvos
macromoleculares validados para o planejamento de compostos com atividade
antineoplasica. A tubulina, por ser a principal proteina associada com a formacéo do fuso
mitotico, faz da mesma um importante alvo de planejamento de ligantes para o tratamento
do céancer, com alguns agentes terapéuticos a ela direcionada e aprovados para o
tratamento de diversos tipos de céncer, tais como, o paclitaxel (Taxol®), docetaxel
(Taxotere®), vincristina (Oncovin®) e vinblastina (Velban®)’.
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Figura 2. (a) Fases da divisdo celular: G1 ou Pré-sintética, o intervalo anterior a sintese de DNA; S, Sintese
de DNA; G2 ou pés sintética, o intervalo entre a sintese de DNA e inicio da mitose; M, Periodo da Mitose;
GO ou ndo-proliferativa, a fase de repouso; R, Ponto de Restri¢do periodo de Inicio ou ndo da sintese.
Adaptado de Robert A. Weinberg 199677 (b) Classes de medicamentos utilizados no tratamento de
neoplasias de acordo com cada fase do ciclo celular™.

1.3. Leishmaniose

Segundo a OMS, as doencas tropicais negligenciadas (NTDs, do inglés Neglected
Tropical Diseases) sdo um grupo de doencas transmissiveis que ocorrem, em sua maioria,
em paises de climas tropical e subtropical e que afetam principalmente as populacfes que
vivem na pobreza, sem saneamento adequado e em contato préximo com 0s vetores
transmissores. Neste contexto, a leishmaniose se destaca por ser uma das doencas mais
negligenciadas do mundo, endémica em 98 paises, 3 territorios e 5 continentes a qual
afeta principalmente os paises pobres e em desenvolvimento, com um nimero de cerca
de 2 milhdes de casos anuais e deixando mais de 350 milhdes de pessoas em risco®, e com

alta incidéncia de casos no Brasil®.

A leishmaniose é uma doenca parasitaria e letal causada por parasitas

hemoflagelados do género Leishmania spp.. O ciclo de vida deste parasita é heterdxeno,
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o0 qual participam dois tipos de hospedeiros, um vertebrado e outro invertebrado, e seu
vetor é a fémea do mosquito Lutzomyia longipalpis. Tal doenga se transmite através da
picada da fémea do mosquito flebotomineo contaminada com as formas promastigotas da
doenca, as quais rapidamente se transformam em formas amastigotas apos invadirem as
células reticulo-endoteliais do hospedeiro. Nos macrofagos, as formas amastigotas se
reproduzem ativamente até causar a ruptura tecidual, caracteristica marcante da doenca.
A forma amastigota serve de estagio infectante para a fémea do flebotomineo, que se
transforma em promastigota em seu intestino médio e migra para o interior da glandula
salivar, pronta para infectar um novo hospedeiro, fechando assim o ciclo de vida do

parasita 107880,

Existem atualmente cerca de 20 espécies de Leishmania identificadas que podem
infectar humanos®:. No Brasil, ja foram reconhecidas 7 espécies Leishmania e muitas
dessas podem infectar humanos (Tabela 2). Cada uma destas espécies produz uma grande
variedade de manifestacdes clinicas e sdo agrupadas de acordo com forma que se
manifestam, podendo ser: a leishmaniose visceral (LV), a leishmaniose cutanea (LC) e a
leishmaniose muco cutanea®. No Brasil a LC ¢ conhecida como “leishmaniose tegumentar
americana” (LTA) causada por trés espécies principais a L. amazonensis, a L. guyanensis
e a L. braziliensis. A forma visceral também € conhecida como kala-azar, a qual no Brasil
trata-se da espécie L. chagasi, e sua principal sintomatologia é a perda de peso

substancial, inchaco do baco e do figado, além de anemia®?.

Uma classificagdo ainda mais abrangente separa a leishmaniose em dois grandes
grupos, de acordo com a regido geogréafica onde sdo encontradas: Leishmaniose do Velho
Mundo (encontradas na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Africa) e Leishmaniose
do Novo Mundo (encontradas no México, América Central e América do Sul)!®”. O
género da Leishmania é subdividido ainda em dois subgéneros, com base no seu
desenvolvimento nos fleb6tomos: o subgénero Leishmania, o qual se desenvolve no
intestino médio e anterior, e 0 subgénero Viannia, o qual se desenvolve no intestino
posterior, aderido na parede do piloro®. No Brasil, das 7 espécies ja identificadas, 6 sdo

do subgénero Vannia e 1 do subgénero Leishmania®.
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Tabela 2. Classificagcdo dos subgéneros da Leishmaniose, agrupados na classificacdo de Novo e Velho
Mundo

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killickia
L. aethiopica
L. infantum
Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoia L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhamia L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana

L. colombiensis

O tratamento atual para leishmaniose € o mesmo utilizado desde a década de 40.
Os medicamentos de primeira escolha séo: antimoniato-N-metil-glumina (Glucantime®),
estibogluconato (Pentostam®) de sddio e a anfotericina B. Vale ressaltar que esses
medicamentos apresentam potencial de toxicidade cardiaca, hepatica, pancreatica e
renal® e, ainda, o parasita pode adquirir resisténcia a esses medicamentos os tornando
ineficazes para o tratamento®. Diante dessa situacdo, pesquisadores buscam novas
entidades farmacoldgicas e alvos moleculares que possam tratar ou barrar 0 avango da
doenca, tais como os inibidores da tubulina. A tubulina é um promissor alvo
farmacoldgico para o tratamento da leishmaniose, em que sua atuagdo esta na modulagao
da atividade dos microtubulos: farmacos que impecam a dindmica dos microtubulos,
interrompem o fluxo mitdtico e, dessa forma, ocasionam o impedimento da divisdo dos

protozoarios, impedindo a progressdo da doenga?’84-88,
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1.4. O alvo farmacoldgico principal: a Tubulina.

O crescimento, a divisao, a organizacdo e o ciclo de vida celular em organismos
eucarioticos sdo dependentes de uma rede complexa de filamentos poliméricos, chamada
de citoesqueleto, a qual tem como elementos-chave os microttbulos. Os microtubulos séo
0s principais componentes do fuso mitotico, e sdo formados através da organizacdo de
duas proteinas glomerulares, os monémeros o-tubulina e B-tubulina, que se unem
formando o heterodimero ap-tubulina que, por sua vez, se une a outros heterodimeros em
forma linear, originando um protofilamento. A organizacdo de 13 protofilamentos em

paralelo da origem a uma forma cilindrica e oca, chamada de microttbulo (Figura 3)87-%,

Os microtubulos sdo polimerizados a partir do centrossomo e sdo responsaveis
pela separagdo dos cromossomos no processo de divisdo celular. Seu comportamento €
influenciado por sua atividade ATPasica e, dessa forma, a hidrélise de nucleosideo
trifosfato (GTP) é o fator determinante que pode aumentar ou diminuir a taxa de regulacéo
da dindmica de formacao que ocorre através da hidrolise do GTP em GDP (nucleosideo
difosfato + fosfato). A energia liberada pela hidrolise é utilizada para promover mudancas
na forma e na conformacdo da estrutura dos microtibulos, que por sua vez acarreta em
mudanca da afinidade da estrutura. Uma terminacdo GTP-tubulina é mais hermética do
que uma GDP-tubulina, devido ao fato dos protofilamentos ligados ao GTP serem retos

e com mdltiplos contatos laterais 8%,

Protofilamento

B-tubulina 8 22Y)
o-tubulina

Microtubulo

Figura 3. Organizagdo dos heterodimeros a-tubulina e B-tubulina, originando um protofilamento que, por
sua vez, se organiza para dar origem a um microtubulo. Adaptado de: Downing, 2000 8

As terminagBes dos microtibulos recebem duas denominacdes diferentes,

dependendo do monémero que esta exposto, e determinam tanto as dindmicas de
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polimerizacdo quanto as de despolimerizacdo. Quando o mondmero B-tubulina esta
exposto a terminacdo, é chamada de “terminacéo plus” (+), e quando 0 mondmero exposto
é 0 a-tubulina, a terminagdo é chamada de “terminagdo minus” (-). Tais terminagdes
influenciam no processo de formacdo e dissociacdo da estrutura, e dessa forma, a
terminacdo plus é responsavel pela formacao do microtubulo, apresentando uma dinamica
mais acelerada (quando ha abundancia de dimeros livres) do que a minus, local onde
ocorre a perda de subunidades quando a estrutura néo esta estavel®,

Os dimeros de tubulina tem uma baixa taxa de hidrolise, sendo entéo,
predominante a forma GTP-tubulina quando existe uma abundancia dos mesmos livres
no citosol. Ao iniciar a formagdo do microtdbulo, a atividade GTPasica aumenta e a f3-
tubulina passa ao estado de GDP-tubulina, podendo ser notado um estado de
encurvamento. Porém, na terminacdo plus, como a hidrolise ainda ndo ocorreu, é
encontrada a forma GTP-tubulina. A importancia da terminagdo GTP-tubulina ou GDP-
tubulina deve-se a influéncia na dindmica de instabilidade da proteina, e desse modo
podemos observar a presenca da forma GDP-tubulina nas partes centrais do microtubulo,

e GTP-tubulina nas terminacdes®’ 89912,

A dindmica de polimerizacdo e despolimerizacdo dos microtabulos é chamada de
dindmica de instabilidade, e é o fator responsavel por promover o crescimento e 0
encurtamento dos microtibulos. Ela pode ser descrita como uma fun¢do combinada de
quatro fatores: (1) a taxa de crescimento dos microtbulos, (2) a taxa de reducdo, (3) a
frequéncia de transicdo de um estado de crescimento para um estado de encurtamento
rapido (“catastrofe") e, (4) inversamente, a frequéncia de transicdo de um estado de
encurtamento de um crescente (“'resgate"), tal como apresentados na Figura 4. Quando a
taxa de montagem da tubulina ultrapassa a velocidade de hidrdlise, ocorre a formacao de
um capuz de GTP- tubulina e isso restringe o crescimento dos microtubulos e restringe
também a curvatura dos protofilamentos. Por outro lado, quando ocorre a hidrdlise, este
capuz é removido e os protofilamentos se tornam instaveis, ocasionando o encurtamento

dos microtubulos®-3,
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Figura 4. Dindmica de instabilidade dos microtibulos podendo observar os dimeros GTP-tubulina em
vermelho, GDP-tubulina em cinza e os periodos: (a) de crescimento rapido devido a alta concentracéo
tubulina-GTP periodo em que a taxa de crescimento supera a hidrolise, (b) quando a oferta de GTP-tubulina
ndo é elevada a hidrolise se equipara ao crescimento e ocorre a diminuicdo da terminacdo GTP-tubulina,
(c) fendbmeno de catastrofe ocorrido devido as fracas interagdes entre 0 GDP-tubulina no microtibulo e (d)
fendmeno de resgate, incorporacéo de novos dimeros GTP-tubulina®.

Como, tanto a dindmica quanto a estabilidade dos microtabulos estdo
ligadas a organizacdo da divisdo celular quando o mesmo se encontra na transicédo das
fazes de metafase e anafase, uma intervencdo nestes processos bloquearia o processo de
diviséo e culminaria na apoptose celular. Dessa forma, a modulagédo da dindmica dos
microtubulos se torna uma poderosa via para a acdo de farmacos antineoplasicos, visto
que, uma das estratégias de combate ao cancer € interromper o processo de divisdo
celular, que se encontra acelerado e desordenado. Estudos na topografia da estrutura da
tubulina culminaram na identificacdo de trés distintos locais de interacdo de farmacos,

quais podem ser observados na

Figura 5 28:94-%,
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As regides de interacdes da tubulina sdo nomeadas de acordo com o conhecimento
de estruturas que se ligam a ela e podem atuar como estabilizadores ou desestabilizadores
dos microtubulos. Atualmente, sdo conhecidos trés locais de interacdo da tubulina: o sitio
do Taxol®, o dos alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) e o sitio da colchicina,
0 qual, este dltimo, tem sido amplamente estudado como uma alternativa aos sitios do
taxol e alcaloides da vinca em virtude de alojar moléculas de baixo peso molecular e
menor lipofilicidade, além de uma menor tendéncia a sofrer agdo da MDR?3:94.%,

a
SL Alcaldides da Vinca <—79
Estabilizadores dos B Desestabilizadores dos
Microtubulos — SL Colchicina Xilcracit}'}gulos _ chicin
(Taxol e Laulimalida) caldides da Vinca e Colchicina
SL Laulimalida’ SL Taxol
o A 1 &)
\
-3 Ml o
Microtubulos

Figura 5. (a) Modelo esquematico dos farmacos que interagem com a tubulina e promovem a estabiliza¢éo
e desestabilizacdo dos microtubulos.? (b) Representacdo em 3D (com Diagrama Ribbons) da localizagio
dos sitios da colchicina (amarelo), da vimblastina (cinza), do taxol (verde), do GDP (vermelho) e do GTP
(azul) na estrutura da tubulina.

O principal membro da classe dos estabilizadores dos microtibulos € o Paclitaxel
(Taxol® -

Figura 6a). Isolado em 1962, e com o0 mecanismo de agdo molecular desvendado
na década de 80, o Taxol foi aprovado pelo agencia americana de vigilancia sanitaria
(FDA do inglés: Food and Drug Administration) como medicamento para o tratamento
do cancer somente em 1992. A acdo estabilizadora da classe dos taxanos esta na interagdo

dos mesmos com a subunidade B-tubulina, a qual estabiliza a forma GTP-tubulina,
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impedindo a conversdo deste em GDP-tubulina. A hidrélise da GTP-tubulina para gerar
a GDP-tubulina é um processo que libera energia, sendo este o fator de instabilidade dos
microtubulos. Ao estabilizar a forma GTP-tubulina, os protofinamentos perdem a
capacidade de se enrolarem, assumindo uma conformacdo estendida, favoravel a
incorporagdo de novas subunidades af-tubulina, e assim favorecendo a estabilizagio®.
Outro fator observado com a acdo dos taxanos é a estabilizag¢do da alga M presente na [B-
tubulina, a qual, por sua vez, favorece os contatos laterais entre as subunidades of-

tubulina®.

A principal desvantagem dos taxanos, e o que limita o desenvolvimento de novos
compostos com propriedades farmacoldgicas similares ao taxol, além da toxicidade e a
hipersensibilidade ocasionada por esses farmacos, é o fato de sofrerem a acéo da P-gp e,

assim, desenvolverem a MDR%,

Os dois principais membros da classe dos moduladores da tubulina que agem
desestabilizando os microtubulos sdo: os alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) e

a colchicina, ambos apresentados na

Figura 6b-d. Os alcaloides da vinca interagem com a B-tubulina, proximo a regido
de ocupacdo do GTP, o qual, por sua vez, tem a fungédo de impedir a hidrolise do GTP em
GDP. Os alcaloides da vinca se ligam aos dimeros afp-tubulina, antes mesmo da formacéo
da tubulina, modificando sua conformacéo para uma forma mais curva, assim impedindo

a unido a outros dimeros e consequente formag&o dos microtubulos®*1%,

J& a colchicina e os compostos que agem neste dominio interagem na regido de
interface do dimero of-tubulina, continuo ao dominio de ligagdo do GTP da a-tubulina.
A interacdo da colchicina ocorre antes da formacdo do polimero, gerando um complexo
final com elevada energia de ativagdo. Este complexo é incorporado na formacao do
microtUbulo e interrompe a formacgdo do mesmo por impedir 0s contatos laterais entre 0s

protofilamentos®+100-101,
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Figura 6. Estruturas 2D de: (a)Taxol*%?, (b)vincristina, (c)vimblastina e (d) colchicina

1.5. O alvo farmacolégico secundario: o canal de calcio dependente de voltagem
(Cav)

A sinalizacdo elétrica e quimica dos sistemas bioldgicos é dependente da
regulacéo dos fons Ca?*, Na* e K* através de canais idnicos. O canal de calcio dependente
de voltagem (Cav ou também chamado de VDCCs, do inglés voltage-dependet channel
calcium), regula o influxo de ions Ca?* no meio intracelular, e este atua como um dos
principais mensageiros quimicos celulares, desencadeando alguns processos vitais, tais
como contracdo muscular, secrecdes glandulares, transmissdo sinaptica e expressdo

génicalo?:flOS

Os Cay regulam trés importantes funcdes: a inativagdo dependente de voltagem, a
inativacdo dependente de célcio e a facilitacdo dependente de célcio. A inativacéo
dependente de voltagem e de calcio regulam os niveis de célcio intracelular, e a facilitacdo
dependente de calcio € um processo pelo qual ocorre a abertura do canal. A abertura do
canal pode proceder através de um amento de Ca?* basal ou por uma “memoria de curto

prazo”, 0 que provoca uma rapida abertura por subsequentes estimulagoes 103106107,

Os canais de calcio foram primeiramente divididos em duas classes, dependendo
das diferencas eletrofisioldgicas (cinética de abertura e fechamento, além de
condutancia), e podem ser classificados como canais de ativacdo por alta voltagem (HVA,
do inglés high-voltage-activated) ou de canais de ativacao por baixa voltagem (LVA, do
inglés low-voltageactivated) 1. O HVA apresenta uma alta voltagem de ativacéo, uma
larga condutancia e uma lenta inativacao. Estdo presentes em células cardiacas, bem como
nos musculos lisos e esqueléticos. O LVA também é ativado por um potencial de
membrana, porém muito mais elevado, apresenta uma pequena condutancia e inativa

rapidamente?®®.

Os canais do tipo HVA ainda recebem uma subdivisdo em “tipos”, podendo ser
dotipo L, N, P/Q e R, esta classificacdo baseia-se: (1) na cinética de ativacao e inativacao,
(2) na especificidade ao ion e (3) na sensibilidade a drogas e toxinas. Por exemplo, o canal
de célcio do tipo-L tem um limiar de ativacdo entre -30 e -10 mV, uma faixa de inativacédo

de -60 a -10 mV, uma taxa de inativacdo maior do que 500 msec, € seletivo aos ions Ba%*
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e Ca®", é bloqueado pelos ions divalentes Cd** e Ni?*, e a fenilalquilamina é um
antagonista desse tipo de canal. Seguindo esta nomenclatura, o canal LVA também é
chamado de tipo-T. Os tipos L e T encontram-se presentes em todo o sistema
cardiovascular bem como no sistema nervoso central, enquanto os tipos N, P/Q e R

localizam-se no tecido neuronal 108111,

Cada canal de célcio é formado por quatro ou cinco subunidades, a saber: a1 (170
kDa), a2 (150 kDa), B (52 kDa), & (17-25 kDa) e y (32 kDa), que podem ser observadas
na representacao esquematica apresentada na Figura 7. A subunidade o1 € a subunidade
formadora do poro, aonde se encontra o sensor de voltagem e sitios de regulagdo do canal,
de farmacos e de toxinas. Dependendo do tipo do canal, ele ainda pode apresentar uma
subunidade P intracelular, uma subunidade 025 ligada por pontes dissulfeto e uma
subunidade de transmembrana y. As subunidades podem ser codificadas por genes
distintos e, assim, expressar isoformas diferentes, diferenciando-se com respeito ao local

de aparecimento e as propriedades farmacoldgicas®®,

Figura 7. Representacdo esquematica das subunidades de um modelo de canal de calcio, na qual, podem
ser observadas as subunidades formadoras do canal de calcio. Destaca-se a subunidade al que é a
subunidade formadora do poro**.

Afim de facilitar a apreciacdo outrora dificultada pelas recentes descobertas de
novas isoformas da subunidade a1, uma nomenclatura baseada na distin¢éo dos canais de
potassio foi desenvolvida para os canais de calcio. Tal nomenclatura inicia-se com o
simbolo principal Cay, representando o canal de calcio dependente de voltagem, seguido

por um nimero que indica a familia do canal (1-3), e por sua vez seguido por outro
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numero (1-4), o qual, este ultimo, representa a isoforma da subunidade alfa (que apresenta
fungdes e distribuigOes distintas). Podemos observar a representacdo da referida
nomenclatura na Figura 8, além da identidade sequencial entre as isoforma e a

nomenclatura antiga, apresentada entre parénteses!®®.

Tal nomenclatura tem por
finalidade identificar a funcéo e a distribui¢do dos canais, sendo que 0s canais do tipo-L
estdo representados pela familia Cav1, a isoforma Cavl.1 é encontrada nos musculos
esqueléticos, a isoforma Cayl.2a € prevalente em musculos cardiacos, a Cavl.2b em

musculos lisos e a Cay1.2¢ no cérebro e na glandula adrenal®2,

Cav1 A (a1s)
Cay1.2 (o4¢)
Cav1 3 ((11 D)
Cay1.4 (04g)

Cay2.1 (044)
__[E Cay2.2 (o)
] CaV2.3 (ﬂqE)
T Cas o
aya.2 (0L
L L I L l—‘CaxS.S(a:S
20 40 60 80 100
Porcentagem de Identidade

Figura 8. Representacdo esquematica da porcentagem de identidade sequencial entre as familias dos canais
de calcio, bem como as nomenclaturas atual e antiga®*s.

O principal papel dos estudos das isoformas e elucidacdo das mesmas estd na
importancia da subunidade a:. Tal importancia deve-se ao fato desta subunidade ser a
formadora do poro do canal e ponto de interacdo de moléculas de cunho farmacoldgico e

toxicolégico®.

A organizagcdo estrutural da subunidade a; estd compreendida em quatro dominios
(I-1V) que se repetem, e cada dominio é formado por seis segmentos de transmembrana
(S1-S6), sendo que, entre os segmentos S5 e S6 ha a presenca de uma algca chamada P-
loop. Entre os seis dominios, se destacam o dominio S4, que é o sensor de ativagdo por
voltagem e responsavel por abrir 0 poro, bem como os segmentos S5, S6 e o P-loop, 0s
quais formam a parte interna do poro. Pela Figura 9 demonstra-se a organizacdo de forma
geneérica de uma subunidade a1, bem como a representacao e organiza¢ao dos segmentos

e alcas.

Diferentemente dos canais de potassio, em que as sequéncias de aminoacidos dos
quatro dominios que formam o poro sdo simétricas, o canal de calcio apresenta uma

variacdo em sua sequéncia. Os dominios | e 11 apresentam 27 (53%) residuos idénticos,
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os dominios I e 111 30 (51%), os dominios I-1V 24 (55%), os dominios Il e 111 27 (51%),
os dominios Il e 1V 26 (55%) e os dominios Il e IV 21 (48%)!4,

Os canais de céalcio desempenham importantes funcdes biofisicas e
fisiopatoldgicas no organismo humano. Por regular a entrada e saida de célcio das células,
as alteragdes no comportamento dos canais podem modificar as propriedades elétricas
das membranas e, assim, aumentar ou diminuir a excitabilidade das células, e ainda
modificar multiplas vias de sinalizacéo celular, as quais séo dependentes de calcio. Diante
deste fato, como as alteracGes nas dinamicas de funcionamento dos canais de célcio
podem resultar em desordem cronicas graves, tais como distarbios neuroldgicos,
cardiacos e musculares, diversos pesquisadores estudam compostos quimicos com
caracteristicas farmacoldgicas capazes de modular a atividade dos canais de célcio, na

tentativa de sanar algumas enfermidades'®*15,
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Figura 9. Representacdo esquemdtica da subunidade ol do canal de calcio tipo-L, visualizacdo dos
segmentos e alcas, bem como da organizagdo dos mesmos formando a unidade estrutural.

Paralelamente aos estudos de inibicdo direta do canal de célcio, a estrutura do
canal de calcio e de seus inibidores tem sido utilizadas para o estudo do fenémeno de
resisténcia a farmacos. A esse fato deve-se a descoberta do bloqueador do canal de célcio
do tipo L, verapamil, ser capaz de modular a acdo da P-gp e, dessa forma, ser também
capaz de contornar a MDR. Ensaios in vitro relataram o aumento da acumulagéo
intracelular de muitos farmacos antineoplasicos em numerosas linhas celulares. Sendo
assim, os bloqueadores de canais de calcio do tipo-L se tornam uma importante

ferramenta de estudo no campo dos medicamentos antineoplasicos*11®,

Atualmente, uma estratégia geral para superar a MDR tem sido a coadministracéo

de farmacos capazes de modular a P-gp juntamente com farmacos antineopléasicos 7.
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Alguns relatos demonstram que a coadministracdo de farmacos antineoplasicos com
inibidores da P-gp aumenta a efetividade do tratamento, como por exemplo, a
administragdo simultanea de tariquidar e paclitaxel resultou numa maior citotoxicidade
em células de cancer do ovario quando comparada a uma dose isolada de paclitaxel, em
que este se mostrou ineficaz, demonstrando uma significativa reversao da MDR. A
inibicdo da P-gp conduziu a um aumento da acumulacéo de farmacos antineoplasicos no

interior da célula e produziu a citotoxicidade celular esperadal!®.

O primeiro modulador da P-gp identificado foi o bloqueador do canal de calcio do
tipo-L, o verapamil, que faz parte da primeira geragdo de moduladores da P-gp,
juntamente com nifedipina, felodipine, isradipine, nicardipine, diltiazem, os antagonistas
de calmodulina, o antibidtico eritromicina, bem como antimalaricos derivados de quinina,
entre outros >>'°. Zhou e colaboradores, 2005 relataram em um de seus estudos a
utilizagdo conjunta de 25 dihidropiridinas sintetizadas e piridinas correspondentes com 4
dihidropiridinas disponiveis comercialmente (nigualdine, nicardipina, nifedipina e
nitrendipina) na acumulacdo intracelular do mitoxantrona (um agente anti-cancro) para
tratamento do cancer de mama e cancer de pulmao. Os resultados indicaram que 24 dos
25 compostos sintetizados produziram um aumento significativo de acumulo de
mitoxantrona em ambas as linhas celulares. Estes resultados indicaram que a utilizacdo
de blogueadores de célcio derivados de 1,4-dihidropiridinas e analogos como agentes
anti-resisténcia para o tratamento do cancer sdo uma alternativa no desenvolvimento de
novas estratégias para o tratamento do cancer®. Porém, como ja dito anteriormente, a
concentracdo usual dos inibidores do canal de célcio para inibicdo da P-gp é cardiotdxica,
exigindo pesquisa de novas estratégias para a utilizacdo desses farmacos com tal

finalidade®®.

1.6. Fundamentacdo da hipotese: seletividade através da lisina acetilada.

A proposta que norteia nesse trabalho, e que € tema central do projeto-mée ao qual
0 mesmo esta vinculado, baseia-se no estudo de Ueki e colaboradores, 2013%. Tais
pesquisadores propuseram uma nova estratégia de pro-farmaco para a terapia do cancer,
a qual faz uso do aumento seletivo da HDAC e das atividades produzidas desta protease

em células cancerosas malignas.
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Ueki e seus colaboradores prepararam um agente citotoxico mascarado pelo
acoplamento de um grupo lisina acetilado com o antibidtico puromicina, um potente
inibidor de sintese de proteinas, que induz a terminacdo prematura das cadeias de
polipeptidio em crescimento do ribossomo e, dessa maneira, consegue matar a maioria
das celulas prontamente. O pro-farmaco é ativado sequencialmente pelas agdes da HDAC
e da protease enddgena da CTSL, ambas enzimas presentes em concentracdes elevadas
nas células de tumor. Dessa forma, ao remover o grupo acetila e, em seguida, o grupo
lisina, a promicina é liberada seletivamente dentro das linhas celulares de cancer (Figura
10) %,

HDAC CTSL

Fre

Figura 10. Representacdo esquematica do processo de liberacio seletiva do farmaco em células tumorais®®

Partindo da premissa que a incorporacdo de uma lisina acetilada a um farmaco
citotoxico confere ao mesmo seletividade a células tumorais, bem como que a inibi¢do da
P-gp interrompe o fenbmeno da MDR causada pelo uso continuo de farmacos
moduladores da tubulina e, ainda, que DHPs sdo farmacos inibidores da P-gp, ainda que
esses podem causar cardiotoxicidade nas doses determinadas para a inibicdo da mesma,
propusemos uma série de pro-farmacos tri-funcionalizados contendo as seguintes

caracteristicas (e assim ilustrado na Figura 11):

e Um nucleo que tenha caracteristicas similares a DHP e, portanto, responsavel pela
inibicdo da P-gp;

e Umnucleo com caracteristicas semelhantes aos inibidores de tubulina (colchicina,
por exemplo) responsaveis pelo efeito citotoxico causado por inibi¢éo da tubulina;

e Um conector/espacador para esses dois ntcleos, composto de uma lisina acetilada,

com o intuito de garantir a seletividade para com as células tumorais.
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Figura 11. Representacéo esquematica da proposta de moléculas inibidoras da tubulina, onde néo ocorreria
a acdo das P-gp, com seletividade para células tumorais.

Em suma, dentro dos interesses desse projeto-mae e dessa tese de Doutorado, foi
proposta a sintese, avaliagdo bioldgica e modelagem de uma biblioteca de farmacos tri-
funcionalizados, os quais podem ser seletivos a células tumorais, apresentando
propriedades antiproliferativas e leishmanicidas e, que dessa forma, ndo sofra o fenémeno
de resisténcia (MDR).

Nossos estudos estdo divididos basicamente em duas frentes de trabalhos. Uma
com carater majoritario de sintese, e outra com carater majoritario de
modelagem/planejamento computacional de candidatos a fa&rmacos. Estas duas frentes de
trabalho estdo totalmente integradas e, dessa forma, proporcionam a racionalizagédo e
melhor desempenho no planejamento e descobrimento de novos candidatos a farmacos,

com interesse em cancer e leishmaniose.

Os estudos de modelagem computacional aqui apresentados e que seguem ao
longo do projeto-méae tém por objetivo propor novos protétipos provenientes de diferentes
bases de dados de compostos comerciais, explorando uma grande diversidade quimica.
Adicionalmente, é também objetivo estudar/propor os modos de interacdo dos compostos
ja sintetizados (e queles em vias de sintese) pelo grupo de sintese, buscando o melhor

entendimento/racionalizacéo da relagéo estrutura-atividade destes compostos.

Através dos estudos de modelagem obtivemos trés séries de hits provenientes dos
estudos de triagem virtual. Esses compostos sdo comercialmente disponiveis e ja foram
comprados, e terdo suas atividades comprovadas em estudos in vitro frente aos alvos

moleculares em estudo, com vistas a posterior otimiza¢édo molecular.
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1.7. Métodos Computacionais

O processo de desenvolvimento de novos farmacos € uma atividade longa e
custosa. Especialistas estimam que para um novo medicamento ser lan¢ado no mercado
ha um financiamento de aproximadamente R$ 800 milhdes, contabilizando os insucessos
e a propaganda, investidos ao longo de 10 a 15 anos. Os primeiros anos da pesquisa por
novas entidades farmacéuticas destinam-se a fase de descoberta de moléculas bioativas,
chamadas de hits, que sdo geralmente identificadas através de triagens reais ou

virtuaist?%121,

Com o avanco da tecnologia computacional, tanto no que diz respeito a hardware
qguanto ao desenvolvimento de programas, as técnicas de descoberta de farmacos
assistidas por computador foram impulsionadas e estdo ganhando cada vez mais
importancia e espaco, devido ao fato, das mesmas, reduzirem o tempo gasto com as
triagens tradicionais e garantirem, cada vez mais, resultados satisfatorios'?22%, Segundo
lideres de grupos de pesquisas de grandes industrias farmacéuticas, a quimica
computacional faz parte do processo atual de desenvolvimento farmacos e ndo existe o

desenvolvimento de um novo farmaco sem o auxilio da mesmal?.

Diversos termos sdo utilizados para referenciar os estudos de descoberta de novos
farmacos quando os mesmos sdo obtidos por vias virtuais. Geralmente esses termos sao
siglas de expressdes em inglés, como: desenho de farmacos assistidos por computador
(CADD do inglés: Computer-Aided Drug Design), desenho de farmacos por computador
(CDD do inglés: Computer Drug Design), modelagem molecular assistida por
computador (CAMM do inglés: Computer-Aided Molecular Modeling) e
desenvolvimento e descoberta de farmacos assistidos por computador (CADDD do
inglés: Computer-Aided Drug Discovery and Development). Tais estudos também sao
referenciados somente por: desenho racional de farmacos, descoberta de farmacos in
silico e desenho racional de farmacos assistidos por computador. Todos esses termos
designam 0s mesmos objetivos em comum: a utilizacdo do desenvolvimento
computacional para impulsionar o desenvolvimento de farmacos, a extracdo do maximo
de informagdes quimicas e bioldgicas de ligantes e alvos moleculares para identificar e
otimizar novos farmacos e também por predizerem a farmacocinética e a toxicologia de

compostos em estudos'??,
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Diversas abordagens podem ser executadas no processo CADD. A metodologia
adotada dependera da quantidade de informacGes e dados sobre determinada patologia a
ser estudada, da dindmica de trabalho de cada pesquisador, do poder do aparato
computacional do centro de pesquisa e do tempo disponivel. Essas abordagens sédo
embasadas em informac@es prévias reportadas sobre os ligantes ou sobre a estrutura do
receptor, e dessa forma, sdo chamadas de descoberta de farmacos baseadas nos ligantes
ou descoberta de fa&rmacos baseadas nos receptores (SBDD e LBDD do inglés: Structure-

, Ligand-Based Drug Design).

Quando ndo existem estruturas cristalograficas de um receptor em estudo em
banco de dados, ou quando a resolucéo desde é inadequada para o uso em CADD, uma
das alternativas € basear o estudo em técnicas que privilegiam dados de ligantes
reportados na literatura. Dessa forma faz-se o uso de técnicas de LBDD as quais podem
abordar estudos de triagem virtual baseada no ligante (LBVS do inglés: ligand-based
virtual screening), através das similaridades (por forma e por eletrostéatica), estudos de
padroes farmacoféricos (chamados de farmacoforo), estudos de predicbes
famacocinéticas e toxicologicas e estudos de modelos de relacdo quantitativa estrutura

atividade (QSAR do inglés: Quantitative structure—activity relationships).

As técnicas de LBDD ainda podem ser utilizadas para otimizagdo de compostos
lideres, ou de farmacos, através de estudos de otimizacdo energia, modificacbes

biosostéricas e calculo de propriedades eletrdnicas, geométricas e fisico-quimicas'?31%,

A identificacdo de um alvo farmacoldgico, obtido através de estudos de
cristalografia de raios-X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ou ainda através de
estudos de homologia estrutural de proteinas, nos permite uma ampliacdo nos estudos de
descoberta de farmacos utilizando as técnicas de SBDD. Dessa forma, podemos explorar
o ambiente de interagdo do farmaco-receptor nos estudos de triagem virtual (VS do inglés:
virtual screening), o qual passa a ser chamado de triagem virtual baseado na estrutura
(SBVS do inglés: Structure-Based Drug Design). Para tal, podem ser utilizados estudos
de simulagdes de docking, ou ainda estudos de docking baseados no farmacdéforo. Ainda
em relagdo aos estudos de SBDD, podem ser utilizadas técnicas de otimizacdo do
complexo-farmaco receptor e estudos de dindmica molecular?6-12, Os possiveis estudos

utilizando as técnicas de LBDD e SBDD podem ser observados na Figura 12123125-128
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A diversidade de técnicas em CADD permitem a utilizacdo das mesmas sob trés
perspectivas: (1) filtrar uma grande base de dados de compostos com atividades
farmacoldgicas para identificar hits que poderdo ter sua atividade bioldgica avaliada em
ensaios in vitro (SBVS e LBVS), (2) otimizar compostos lideres e (3) desenho de novos
compostos a partir de grupos funcionais estrategicamente posicionados, podendo ser
através de fragmentos, ou ndo, chamados de de novo'?®, Duas das trés perspectivas
abordadas pelos estudos de CADD foram aplicadas nesse trabalho, sendo elas, os estudos

de VS e os de otimizacdo de compostos lideres.

Sob o pretexto de otimizar os compostos provenientes do nosso grupo de sintese
utilizaremos técnicas de SBDD para buscar o entendimento dos modos de interacdo
desses compostos com o receptor, e dessa forma, teremos embasamento para novas
propostas de compostos e bibliotecas. Com a finalidade de propor novos inibidores para
os dois alvos farmacoldgicos estudados (dois nlcleos de nossa proposta) utilizaremos
estudos de LBVS e SBVS.

Identificacdo do Alvo

CADD
LBDD SBDD
Otimizacao Energia Docking
Modificagdes Biosostéricas Otimizagio do complexo
Calculo de propriedades Eletronicas/ Farmaco-Receptor
Geométri'czis/ Fisico-quimicas Docking baseado em farmacoforo
Predi¢do ADME/Tox Docking por fragmentos
Similaridade/ Farmacoforo Dinamica Molecular

Scaffold
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Composto lider

Prototipo candidato a Farmaco

Figura 12. Esquema representativo das técnicas utilizadas para descoberta de farmacos baseados nos
ligantes e na estrutura. Baseado em Sliwoski e colaboradores, 20142 ¢ Liao e colaboradores, 2011'%

Didaticamente os estudos de VS se comportam como sucessivos filtros aplicados
a grandes grupos de moléculas, contidas em bases de dados, afim de se obter ao final uma
quantidade pequena de hits. Com o decorrer dos anos, a forma de se trabalhar com de VS
sofreu modificacBes, partindo de uma metodologia simples e direta chamada de VS
classica passando a formas mais integradas, como o VS em paralelo, VS interativo e VS

integrado.

O VS classico consiste na reducdo de um grande numero de moléculas a um
pequeno grupo atraves de camadas de filtragem que priorizam alguma caracteristica,
como por exemplo a forma e o volume de um ligante. As estruturas que estdo em acordo
com a estrutura referéncia seguem para a proxima filtragem, as em desacordo sdo
rejeitadas. O VS em paralelo trabalha através da combinacdo de resultados obtidos em
filtragens classicas distintas. A intensdo de uso dessa técnica é que as filtragens se
complementam e a vantagem é aumentar o desempenho e diminuir a quantidade de falsos

positivos.

Em relacdo ao VS interativo, podemos dizer que a interacdo que deriva 0 nome é
decorrente dos resultados de ensaios in vitro durante os estudos in silico. Em outras
palavras, os resultados de uma triagem seguem para estudos in vitro e 0s compostos com
boa atividade seguem como ponto de partida para novas triagens. Por fim, o VS integrado
ocorre perante a integracdo de métodos in silico com técnicas de triagem de alta
produtividade (HTS do inglés: High-throughput screening). Um esquema representativo
das referidas técnicas de VS podem ser observadas na Figura 13!3°. Em nossos estudos
abordamos as metodologias: VS classico, VS paralelo e VS interativo, as quais serdo

detalhadas a sequir.

a b c d
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Figura 13. Esquema representativo sobre as categorias de VS: (a) VS classico, (B) VS em paralelo, (c) VS
interativo e (d) VS integrado. Os funis representam os protocolos utilizados e os balGes, os ensaios

experimentais.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivos gerais

Em virtude dos moduladores de tubulina serem um dos principais medicamentos
utilizados no combate a diversos tipos de neoplasias e também no combate a
leishmaniose, mas terem seus efeitos limitados pela acdo da MDR, o objetivo central desta
tese esta no planejamento racional de candidatos a pro-farmacos moduladores da tubulina

que ndo sofram o fendmeno da MDR e ainda sejam seletivos a células malignas de cancer.

Como objetivos iniciais (que denominamos como Tarefa 1) dessa Tese, temos o
planejamento de novos compostos com caracteristicas farmacoldgicas para compor cada
um dos dois ndcleos de nossa ideia central. Para tal, propuseram-se estudos de modelagem
molecular, utilizando técnicas de triagem virtual baseada em estrutura e em ligantes
(SBVS e LBVS), visando a obtencdo de novas estruturas moduladoras da tubulina e
bloqueadoras do canal de calcio (para inibir a P-gp) com apropriadas caracteristicas

farmacocinéticas e toxicoldgicas (preditas in silico).

Como objetivos complementares (que denominamos como Tarefa 2), propbs-se
estudar e racionalizar por modelagem molecular (docking, em particular) os resultados de
atividade bioldgica obtidos com os compostos que fossem preparados em laboratério,
junto ao grupo colaborador. A ideia é analisar as potenciais interagdes entre esses
compostos e a tubulina, racionalizando os diferentes resultados obtidos nos ensaios in
vitro, com vistas a novas propostas de otimizacdo molecular dos protétipos, além da

utilizacdo destes compostos como referéncia de mais um estudo de triagem virtual.

2.2.0bjetivos especificos

Planejamento de 4 estratégias distintas de métodos computacionais para
cada uma das triagens virtuais executadas. Para a Tarefal os objetivos
incluem a execucdo de 3 estratégias (Estratégiasl-3), e para Tarefa2,
apenas uma (Estratégia 4);

Tratamento de 6 bases de dados e geracdo da biblioteca de conférmeros

utilizados nos estudos de triagem virtual,
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Para os estudos do nucleo inibidor da P-gp (Estratégia 1)

Desenvolvimento, validacdo e avaliagdo de uma proposta de canal de
calcio do tipo-L atraves de técnicas de modelagem de proteinas por
homologia estrutural;

Estudos de triagem virtual baseado no ligante (similaridade por forma e
eletrostatica) para a investigacdo de compostos com propriedades
inibidoras do canal de célcio;

Predicdo das atividades farmacocinéticas e toxicoldgicas (ADME/Tox)
dos compostos selecionados;

Analise dos modos de ligacdo propostos por docking para 0s compostos
selecionados no sitio ligante do modelo do canal de célcio construido;
Selecdo final dos melhores candidatos a compor o ndcleo responsavel pela
inibicdo do canal de célcio da proposta, através de inspecdo visual dos
modos de interacdo propostos nos estudos de simula¢Ges de docking para

posterior comprovacao da atividade através de ensaios in vitro.

Para os estudos do nucleo inibidor da Tubulina

Estudo e busca no banco de dados Prontein Data Bank (PDB) por
estruturas da tubulina com desejavel alta resolucao e com ligantes no sitio

da colchicina;

Estratégia 2
Estudos de triagem virtual baseado no ligante, em 6 bases de dados,
utilizando como referéncias os ligantes das estruturas cristalograficas PDB
ID:402A e PDB ID: 402B, atraveés de estudos de similaridade por forma
e eletrostatica;
Triagem virtual feita a partir das predi¢oes das propriedades ADME/Tox
dos compostos selecionados;
Estudos de simulagdes de docking com os compostos selecionados e as
proteinas provenientes dos complexos cristalograficos PDB 1D:402A e
PDB ID: 402B;
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Triagem virtual feita por inspecgéo visual dos resultados das simulagdes de
docking;

Selecéo final dos melhores candidatos a compor o nucleo responsavel pela
modulacdo da tubulina da proposta para posterior comprovacdo da

atividade através de ensaios in vitro.

Estratégia 3
Estudos de simulagdes de docking, em 3 bases de dados, com a
estrutura da proteina proveniente de PDB ID: 402B, e selecdo dos 100
melhores resultados;
Triagem virtual feita a partir das predicdes das propriedades
farmacocinéticas e toxicoldgicas dos compostos selecionados;
Triagem virtual feita por inspecéo visual dos resultados das simulagdes
de docking;
Selecéo final dos melhores candidatos a compor o nucleo responsavel
pela modulagéo da tubulina da proposta para posterior comprovagéo

da atividade através de ensaios in vitro.

Para os estudos a partir dos resultados do nosso grupo de sintese (Estratégia4)

Simulagdes de docking e analise das propostas de interacdes das
bibliotecas propostas por nossa equipe de sintese, nas estruturas
cristalogréficas PDB 1D:402A e PDB ID: 402B;

Utilizacdo da pose obtida nos estudos de docking para novos estudos de
triagem virtual baseada no ligante (similaridade de forma e eletrostatica)
para a investigacao de novos compostos similares aos que obtiveram bons
resultados de atividade anticancer in vitro das bibliotecas sintetizadas pelo
grupo colaborador de sintese;

Triagem virtual feita a partir das predi¢6es das propriedades ADME/Tox
dos compostos selecionados;

Estudos de simulagdes de docking com os compostos selecionados e a

proteina proveniente do complexo cristalografico PDB ID:402A;
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Triagem virtual feita por inspe¢éo visual dos resultados das simulagdes de
docking;
Selecéo final dos melhores candidatos para posterior comprovacdo da

atividade através de ensaios in vitro.
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3. Metodologia

Como dito anteriormente, para o desenvolvimento da nossa proposta utilizamos
tanto técnicas LBDD quanto de SBDD. Porém, como foram abordados dois estudos
distintos, um objetivando a obtencdo de novos hits utilizando como referéncia ligantes
cristalogréaficos e outro objetivando o entendimento dos modos de interacdo de compostos
ja sintetizados por nossa equipe de sintese, bem como sua relacdo estrutura atividade, e
utilizacdo dos mesmos como referéncia para mais um estudo de triagem virtual, nosso

trabalho foi dividido em duas tarefas.

Para a execucdo da Tarefal, que consiste na obtencdo de hits que irdo compor
cada um dos dois nucleos de nossa proposta inicial (o inibidor do canal de célcio e o
modulador da tubulina), utilizamos as abordagens LBVS e SBVS em bases de dados de
compostos farmacéuticos. A Tarefal é composta por 3 estratégias que serdo detalhadas

a sequir.

Devido a auséncia de estruturas do canal de calcio reportadas em banco de dados
de estruturas cristalograficas, propusemos uma estrutura de canal de célcio através de
estudos de modelagem de proteinas por homologia. Em detrimento a essa situagdo, apesar
do modelo ter obtido 6timos resultados de avaliacdo e validacdo, demos maior enfoque

para os estudos de LBDD, a qual nomeamos de Estratégia 1.

A Estratégia 1 consiste em uma triagem inicial de milhGes de compostos
presentes em 6 bases de dados através da similaridade por forma. A segunda triagem
executada foi através da similaridade eletrostatica e 0s compostos sobreviventes seguiram
por uma triagem relacionada as propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas preditas.
Por fim, os compostos sobreviventes foram triados através de simulagdes de docking e as
propostas dos modos de interagdes foram analisadas atraves de uma inspecao visual,
obtendo ao cabo, a selecdo dos hits. O fluxograma geral utilizado para a Estratégial pode

ser observado na Figura 14.
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6 Bases de dados — Milhdes de compostos
Similaridade por Forma

Similaridade Eletrostatica

Predices ADME/Tox

Simulac¢6es de Docking
Hits

Figura 14. Fluxograma utilizado para os estudos de triagem virtual para a obtencéo de hits para compor o
nlcleo inibidor do canal de célcio (Estratégial).

Como identificamos no banco de dados PDB duas estruturas de complexos
cristalograficos com ligantes no sitio da colchicina de alta resolugdo (PDB ID:402A e
PDB ID: 402B), optamos em dar maior enfoque para os estudos de SBDD aos estudos
de obtencdo de hits para compor o ndcleo modulador da tubulina. Sendo assim, para a
obtencdo de hits que irdo compor o ndcleo inibidor da tubulina, repetimos a mesma
estratégia utilizada para os hits inibidores do canal de calcio, porém utilizando como
referéncia os complexos citados, e a nomeamos de Estratégia 2.

Ainda para a obtencdo de hits com caracteristicas moduladoras da tubulina,
fizemos uma nova abordagem, chamada de Estratégia 3. Para execucdo da Estratégia 3
diminuimos o ndmero de compostos iniciais utilizando apenas 3 bases de dados. A
primeira triagem virtual foi realizada através de estudos de SBVS, utilizando a estrutura
da tubulina PDB 402A e, a partir dos resultados das simulag¢des de docking, 0s compostos
resultantes tiveram suas propriedades farmacocinéticas e toxicologicas preditas. A
selecédo final dos compostos foi feita com base em uma inspecéo visual relacionada as
interacOes dos ligantes com os residuos da cavidade do sitio, levando em consideragao 0s
valores de pontuacgéo obtidos nos resultados de docking. Os fluxogramas gerais utilizados

para as Estratégia 2 e 3 podem ser observados na Figura 15, (a) e (b).
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6 Bases de dados — Milhdes de compostos 3 Bases de dados — Milhares de compostos

Similaridade por Forma Simulacdes de Docking

Similaridade Eletrostatica
Predicdes ADME/Tox

Prediges ADME/Tox \ 4
- Inspecdo Visual

Simulag6es de Docking '

Hits Hits

Figura 15. Fluxogramas gerais utilizados para obten¢do de hits que irdo compor o nucleo inibidor da
tubulina de nossa proposta. (a) Estratégia 2 e (b) Estratégia 3.

Os estudos realizados na Tarefa2 consistem em estudos com as estruturas
propostas e sintetizadas de nossa equipe de sintese. Dois estudos foram realizados: um
estudo de docking com esses compostos frente a estrutura da tubulina e um estudo de
LBVS (Estratégia4) com as estruturas que obtiveram resultados satisfatorios em ensaios

in vitro de inibicdo da tubulina.

A proposta de se fazer um estudo de simulagdes de docking com as estruturas
sintetizadas por nossa equipe de sintese é buscar o entendimento do modo de interacédo
dessas estruturas com o sitio da colchicina na tubulina. Dessa forma, baseando-se nas
propostas das poses (orientacdo + conformacdo) obtidas nos resultados de docking
buscamos entender o sucesso e 0 insucesso desses compostos. Vale ressaltar que este
estudo sera de suma importancia para as proximas propostas de bibliotecas de nossa

equipe.

Ainda em relacdo a Tarefa 2 foi realizada a Estratégia 4 de triagem virtual. Esta
estratégia consiste em estudos de LBVS utilizando como referéncia os compostos que
obtiveram resultados satisfatorios nos ensaios in vitro de atividade anticancer.
Inicialmente foi realizado uma simulacdo de docking para determinar a conformacéo

Otima dessas estruturas que foram utilizadas como referéncia nos estudos de LBVS.

A primeira triagem virtual executada na Estratégia 4 foi uma triagem virtual por forma.

Os estudos seguiram, assim como nas outras estratégias, através da triagem virtual
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eletrostatica seguindo pela predicéo das propriedades ADME/Tox. Apos estas analises 0s
sobreviventes tiveram seus modos de interacdo propostos por simulagdes de docking. A
selecdo final foi baseada na inspec¢do visual dos resultados obtidos nas simulacGes de
docking, dos quais selecionamos 0s compostos que obtiveram coeréncia entre 0s modos
de interacbes propostos. O fluxograma geral da Estratégia 4 pode ser observado na

Figura 16.

Compostos propostos por nossa equipe de sintese

Compostos mais promissores

6 Bases de dados — Milhdes de compostos

Similaridade por Forma

Referéncia nos estudos de

Similaridade

Similaridade Eletrostatica <

Predii;()es ADME/Tox

Simulagdes de Docking

4

Hits

Figura 16. Fluxograma geral utilizado para obtencéo de hits que irdo compor o nlcleo inibidor da tubulina
de nossa proposta.

3.1.Programas e metodologia computacionais

O ponto em comum em todas as estratégias de nossa pesquisa esta na triagem
inicial de um montante de milhdes de moléculas presentes em 3 ou 6 bases de dados de
compostos quimicos com caracteristicas farmacologicas disponiveis para compra. As
bases de dados utilizadas foram: Maybridge subdivisdo Screening Collection®!, ZINC
subdivisbes produtos naturais e Drug database'®, Chembridge subdivisdes
DIVERSet™-EXPEXPRESS-Pick™ Collection (DIVERSet™-EXP), DIVERSet CORE
Library (DIVERSet™-CL)!* e BindingDB drug database**.
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Todas as bases de dados foram preparadas atraves da utilizagdo do programa
OMEGA (Open Eye). Os estudos de LBDD foram realizados com o auxilio dos
programas ROCS!® e EON¥ (Open Eye). As predicdes das propriedades ADME/Tox
foram feitas com os programas QikProp!®® (Schrodinger) e DEREK'® (Lhasa). Os
estudos de SBDD foram realizados com a utilizagio dos programas GLIDE
(Schrodinger) e GOLD!*! (Cambridge Crystallographic Data Centre-CCDC).

Para a geracdo do modelo de canal de célcio por estudos de homologia utilizamos
o servidor online BLAST (National Center for Biotechnology Information -
NCBI)}243 para a pesquisa de sequéncias homologas, CLUSTAL Omega (European
Bioinformatics Institute EMBL-EBI)!* para o alinhamento das sequéncias, Modeller
(University of California San Francisco - UCFS)* para construgdo do modelo,
Maestro (Schrodinger)'*® para a visualizaco grafica e para a validagdo do modelo os
webservers Whatlf (Centre for Molecular and Biomolecular Informatics -
CMBI)}"1%8 e ProCheck (EMBL-EBI)*,

3.1.1. Preparacao das bases de dados - Omega

A analise conformacional dos ligantes presentes em uma base de dados € um dos
primeiros e mais importantes passos nos estudos de planejamento e desenvolvimento de
farmacos in silico. A estabilidade do ligante e do alvo molecular, afim de formar o
complexo, envolvem mutuas adaptacdes exigindo da flexibilidade de ambos, de modo
que, os grupos funcionais do ligante se posicionem corretamente, e a uma distancia 6tima,
dos residuos de aminoacidos dos receptores, para que, dessa forma, ocorra a interagao*®°.
Sendo assim, uma vez que a conformagdo de um ligante no complexo difere da
conformacdo de energia minima, explorar o0 maximo de possibilidades dessas adaptacdes
se torna uma importante atividade em diversas metodologias utilizadas nos estudos de
LBDD e SBDD™,

Diversos programas computacionais utilizados em estudos de compostos
bioativos apresentam uma etapa preliminar de geragdo de conférmeros, outros sdo
especializados em fazer somente esta etapa, como o programa OMEGA da empresa
OpenEye. O OMEGA € um programa destinado a geracdo de conférmeros em trés
dimensGes com uma alta eficacia na obtencdo da conformacdo bioativa entre os

conférmeros gerados, e com baixo desprendimento computacional.
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O OMEGA utiliza em sua metodologia a geracdo de conférmeros de forma
sistematica baseada no conhecimento, e trabalha em trés fases. A primeira destina-se a
montagem da estrutura em 3D a partir de uma biblioteca de fragmentos. A segunda fase
baseia-se na numeracao de todas as torcdes rotativas usando valores de um banco de
dados presente no programa. Por fim, o programa analisa a estrutura quanto a sua

geometria e aos valores energéticos.

A biblioteca de fragmentos do OMEGA é gerada através da fragmentacdo de
moléculas presente em um extenso banco de dados atentando-se a sistemas de anéis
continuos e ligantes lineares. Cada fragmento pode ter um ou mais conférmeros,
dependendo da estabilidade do anel. Para determinacdo dos conférmeros é formada uma
matriz de distancia de ligagdes com base em uma tabela de ligacbes de fragmentos,
posteriormente sao ajustados os comprimentos de ligacdo e finalmente minimizados com
base em um campo de forca MMFF94 ajustado. Posteriormente as rotacdes séo ajustadas
comparativamente aos dados de angulos e energias torcionais de uma biblioteca de tor¢éo

derivadas da analise de um conjunto de estruturas cristalinas.

Para gerar uma estrutura em 3D os fragmentos s&o montados sobrepondo 0s
fragmentos do banco de dados em uma molécula de referéncia, caso seja inexistente um
fragmento o programa destina-se a gera-lo. Cada nova ligacdo formada que detém uma
liberdade rotacional é comparada a tabela de angulos e rotac6es. Novas torcdes sao
geradas na molécula afim de gerar uma grande quantidade de conférmeros, atentando aos

choques e duplicagdes.

Por fim, o programa analisa a energia das estruturas através de uma funcéo de
pontuacdo MMFF94 maodificada e, a partir da molécula de menor energia (minimo
global), todas as outras tem 0 RMSD comparado a ela, sendo eliminadas as que sairem
da parametrizagdo do usuério. Vale ressaltar que em nenhuma etapa a estrutura dos
confébrmeros é minimizada, pois a ocorréncia de uma minimizagdo compactaria a
estrutura 0 que ndo condiz com as estruturas observadas nos complexos

cristalograficost®152,

Os parametros do OMEGA utilizados para este estudo foram os otimizados
(padrdo), exceto para a geragdo de conférmeros - modificada para até 300/molécula,

energia de tensdo (acima do minimo global de energia) de até 9 kcal/mol, e um cut-off
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para identidade de conformeros de 0.6 A (desvio médio quadratico, RMSD), segundo

protocolo otimizado por Carlos H. T. P. Silva.

3.1.2. Desenho de farmacos baseados em ligantes - ROCS e EON

Os estudos de LBVS tem como base a busca de informacges, quimicas e/ou
geométricas, em ligantes com atividade bioldgica conhecida, afim de encontrar novas
estruturas ativas por apresentarem caracteristicas semelhantes a elas. A forma que os
ligantes ativos se encontram no sitio de interacdo (conformacdo bioativa) € uma
caracteristica determinante para a atividade biolégica de uma molécula, visto que o sitio
de interacdo dos receptores farmacoldgicos apresenta uma cavidade que impGe ao ligante
uma determinada forma para efetuar a interacdo. Sendo assim, o espaco tridimensional
do ligante é uma das caracteristicas necessarias para que se ocorra a formacdo do

complexo®™:.

O programa ROCS baseia-se na ideia de que a comparacgéo entre dois compostos
é dada através da sobreposicao de seus volumes. Tal programa leva em consideracdo a
distribuicdo de carga eletrnica nas regides periféricas para assim avaliar os efeitos
estéricos criticos no reconhecimento molecular. Para o célculo dos volumes, 0 ROCS
inicialmente representa a molécula referéncia como um conjunto de esferas de insercédo e
a superficie exposta dessas esferas sdo os fatores determinantes do seu volume
molecular'®. Dessa forma, a utilizagdo do programa ROCS destina-se a triagem virtual
por forma, através da comparacao da conformacéo e volume de um composto (referéncia)

com a conformacao e volume de compostos presentes em bancos de dados.

Em sequéncia ao ROCS, outra triagem por similaridade que pode ser executada é
através da comparacdo dos mapas de potencial eletrostaticos das moléculas. Apds o
alinhamento e sele¢cdo dos compostos quanto a forma, os resultados podem seguir como
arquivos de entrada para o programa EON. Um composto € identificado ao programa
como referéncia e o EON tem por objetivo a comparacdo e classificacdo dos compostos
através dos respectivos mapas de superficie eletrostatica. O uso em conjunto dos dois
programas tem revelado compostos promissores para o tratamento de distintas
patologias!®. Os pardmetros adotados para 0 ROCS e o EON foram os otimizados
(padréo).
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3.1.3. Desenho de farmacos baseado na estrutura - GLIDE e GOLD

Em nossos estudos de SBDD e SBVS utilizamos os programas GOLD e Glide das
empresas CCDC e Schrodinger, respectivamente. A proposta de utilizacdo de dois
programas para os estudos de docking baseia-se no fato que tais programas trabalham de
formas distintas e sdo programas bem conceituados em estudos de avaliagdes de
programas de docking. Dessa forma, ao comparar os resultados obtidos pelos dois

programas aumentamos a confiabilidade e as chances de sucesso em nossos estudos.

Em termos gerais, os estudos de docking sdo calculos de afinidade entre uma
molécula, chamada de ligante, e a regido de interacdo de um alvo macromolecular,
chamado de receptor. Esses estudos tém como base a resolucéo de duas problematicas: a
determinacdo do posicionamento que o ligante pode assumir na cavidade em estudo
chamada de pose (conformacdo e orientacdo) e a pontuacdo dessas possibilidades

encontradas. Esses dois componentes sdo chamados de ancoragem e pontuacao.

Em muitos estudos de avaliacdo de programas de docking a problematica da
ancoragem do ligante é sempre bem avaliada, tanto para 0 GOLD quanto para o Glide.
A evolucdo em processamento computacional e o paralelismo em busca em banco de
dados e na automacao por pesquisas sistematicas, aumentaram a eficiéncia nessa etapa do
estudo. A maior dificuldade que estes programas encontram € a etapa de pontuacao, isto
é, classificar corretamente as poses mais efetivas, ou no caso de estudos de SBVS,

distinguir ligantes com e sem atividade!®®1%

Para determinar o posicionamento dos ligantes na cavidade em estudo cada
programa adota um algoritmo distinto. Os algoritmos mais utilizados sdo os de busca
sistematica, os algoritmos genéticos ou os baseados no método Monte Carlo. Sendo que,
o programa Glide utiliza um algoritmo de busca sistematica associado ao método Monte

Carlo, e 0 GOLD utiliza o algoritmo genético.

O método sistematico utilizado pelo Glide, representado na Figura 17, inicia-se
com a construgédo de uma “rede” (grid) na regido de interagcéo do receptor que determina
a forma e as propriedades do receptor. Em cada ponto dessa rede é feita a analise dos
tipos de interagbes que podem ocorrer devido a presenca dos atomos existentes,

fornecendo assim, informacdes de diferentes campos (como interagdo eletrostatica, van
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der Waals, hidrofobica/hidrofilica, etc.) que provém progressivamente pontuagdes mais
acurados para a pose do ligante. Posteriormente a essa etapa inicial, 0 programa passa
para a etapa de geracdo de conférmeros, os quais serdo analisadas nesta regiéo.

Estagio 1. Busca por "site points"
g I Y,

Estagio 2a. Teste do diametro

Estagio 2d. Refinamento

Estagio 3. Minimizagdo do grid
+ Monte Catlo

Estagio 4.Pontuagio Final

(GlideScore) *

Compostos melhor pontuados

Figura 17. Representacdo esqueméatica do método de geragdo de conférmeros utilizado pelo Glide!6%16!

O inicio da geracdo de conférmeros é dado pela geracdo de conjuntos de
conformagdes para cada ligante em estudo. O nimero de conformagdes é variado de
acordo com o numero de ligac@es livres presentes nos ligantes. Para a determinacdo deste
conjunto, a estrutura do ligante é analisada e separada em nucleo e em “grupos rotimeros”
(Figura 18a) e cada ligante tem seu ponto central determinado (Figura 18b). Todas as
conformagdes sdo ancoradas e pontuadas, sendo realizadas buscas exaustivas de

orientacdes na cavidade do sitio até a determinacéo final.

A busca inicia-se com site points (pontos que podem ocorrer interacdes) tanto do
ligante (utilizando o centro do ligante) quanto do receptor e estes sdo comparados. Caso
ocorra correspondéncia entre a conformagdo gerada e a cavidade em analise, a

conformacao ¢ levada adiante.

O segundo passo (2a) avalia o posicionamento dos atomos do ligante dentro da
cavidade do receptor, no que diz respeito aos choques estéricos, ndo permitindo que estes
ocorram. Seguindo para o passo 2b, a analise feita & em relagdo as rotacfes sobre o

diametro do ligante. Neste estagio é construido um subconjunto que é capaz de fazer
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ligacGes de hidrogénio ou ligacGes metalicas e o ligante recebe uma pontuacdo em relacao
as ligacOes efetuadas. Se a pontuacdo é boa o suficiente, todas as interagdes com o
receptor sdo marcadas, e os ligantes seguem para a etapa 2c.

Diametro do Ligante

Centro do Ligante

<«—— Grupo Rotamero

H ; 1
\
N

0:< S ~«——— Nicleo &

. . O~ Atomos fechados ao ligante
Grupo Rotamero . S5AL
usado no teste do diametro

Figura 18. Analise do ligante feita pelo Glide. (a) Representacdo dos grupos rotdmeros e nucleos, (b)
determinacéo do ponto central60:161,

A etapa 2c, é chamada de pontuagdo “gananciosa”, pois a pontuacdo real de cada
atomo depende ndo sé da sua posicao em relagdo ao receptor, mas também sobre a melhor
pontuacdo possivel que poderia ficar movendo = 1 A em x, y ou z. Utiliza-se uma funcéo
de pontuacdo discreta de ChemScore a qual reconhece interacdes hidrofdbica, ligacbes de
hidrogénio, interacdes metalicas e ainda penaliza maus contatos (estéricos). Para finalizar
a etapa 2, em 2d, é feito um refinamento movimentando o ligante + 1 Aem x, youze
repontuando o mesmo. Esta etapa reduz um numero de aproximadamente 5000

conférmeros para aproximadamente 400.

No terceiro estagio ocorre uma minimizacdo de energia utilizando o campo de
forca OPLS-AA Van der Waals em conjunto com as redes eletrostaticas. Por fim, utiliza-
se 0 algoritmo de Monte Carlo para explorar os minimos de energia nas proximidades de
torcdo para um pequeno numero de poses de baixa energia (3 a 6 melhores poses) e assim,
orientar 0os grupos periféricos. No quarto e ultimo estagio, as poses sdo novamente
pontuadas através da funcdo de pontuacdo GlideScore ou XP Glide Score, descritas a

sequir 160161

A etapa de geragdo de conformeros feita pelo GOLD ocorre através da utilizagdo
do algoritmo genético. O processo ocorre gerando populacdes de ligantes com

conformacdes aleatorias. Cada ligante dessa populacdo é ancorado diversas vezes sob
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diversas orientacdes e € pontuado através de uma fungéo de pontuacgéo, a qual o GOLD
nomeia de “fitness score”. O GOLD possibilita a escolha de cinco funcGes de pontuacao,
que serdo descritas a segulir.

Para geracdo de conformeros, inicialmente o programa cria uma populagédo de
conformeros aleatdria para cada ligante. Cada membro dessa populacéo é codificado e tal
codificacdo é chamada de cromossomo. Os cromossomos detém informacgdes sobre 0s
atomos do ligante, tais como, a possibilidade de fazer ligaces de hidrogénio com o
receptor, as regides hidrofébicas e as conformacdes das hidroxilas. Cada cromossomo
detém trés genes, os quais representam as liberdades translacionais, rotacionais e
conformacionais. A cada cromossomo ¢ atribuido uma pontuagdo baseado na afinidade

de interacdo como receptor e 0s cromossomos dentro da populacao sdo classificados.

Na tentativa de gerar conformacbes mais eficientes (selecdo natural) os
cromossomos fazem o uso de operadores genéticos, tais como, mutacdes e recombinacdes
(crossover). Sucessivas etapas ocorrem até a geracdo da populacao final. A Figura 19 é

uma representagio esquematica do algoritmo genético utilizado pelo GOLD*®2,

/ s Populagio

[E[¥]z]u, [u, Ju, [R ]a, [.. A ] -:[[Dj \
Individuo - \ B )
\/5

Nova Populacio

—

Determinagdo do Crossing Over

fitness score para <

N\

Etapas Sucessivas
°

da individ Mutacgdes .
cada mdividuo Cruzamentos ®
Individuo mais
Apto

Figura 19. Representacdo esquematica do algoritmo genético utilizado pelo GOLD.

As avaliagdes dos modelos com modos de ligagdes corretos para cada ligante em
estudo, dependem da etapa mais cautelosa e dificil nos programas de docking, a
classificacédo através da fungéo de pontuacéo. As fungdes de pontuacao sao distintas para

cada programa podendo adotar metodologias baseadas no conhecimento, baseadas no
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consenso (utilizando fungdes em combinagédo), combinadas com dados experimentais,
através de uma abordagem baseada em mecéanica molecular, através da combinagdo com
mecanica quantica (como mecanica quantica/ mecanica molecular-QM/MM), especificas

para determinados alvos ou através de “impressdes digitais”*°¢1%°,

A funcdo de pontuacdo adotada pelo Glide é uma fungdo de pontuacdo composta
baseada em mecanica molecular, chamada de GlideScore. O Glide utiliza uma funcgéo de
pontuacdo modificada e ampliada da funcéo empirica ChemScore que pode ser observada

na Equagdo 1,

AGbinding = AG ¢ + AGppona 2191 (A1) g2 (Aa) + AGpetar Xam f (Tam) +
AGlizoo ZIL f(T'lL) + AGrolr Hrot

Equacdo 1. Funcédo de escore ChemScore.

Hpot =14+ 1 /Npoy Zr(Pnl(r) + P’nl (T‘))/Z

Equacéo 2. Definicdo do termo Hrot da funcdo de escore ChemScore.

Os coeficientes de cada termo da funcdo de escore ChemScore sdo obtidos por
meio de regressdo com base em 82 complexos, para 0s quais sdo conhecidas as afinidades
de ligacdo. O termo da energia de ligacao de hidrogénio (AGnpona), i1 g1 g2 foi obitida
através do calculo de todas as possibilidades de ligac6es de hidrogénio entre os ligantes
(i) e os receptores (I). O termo g1 (Ar) é o desvio em ligagdes de hidrogénio entre
H---O/N de comprimento 1,85A e g2 (Aa) é o desvio do angulo de ligacio de hidrogénio
OH---N ou NH---O, a partir do seu valor ideal de 180°.

No termo referente as ligacdes metalicas (AGetqr), @ funcdo f(r) representa
fungdes que pontuam em 1,00 as distancias ou angulos que se encontram dentro dos
limites nominais e valores entre 1,00 e 0,00 para distancias ou angulos que se encontram
fora dos limites normais, mas no interior, em limiares maiores. E um simples termo de
contato entre as medidas das distancias (r,,,) entre todos os atomos possiveis de ligacdes
metalicas entre o ligante (a) e o receptor (M). A contribuicdo das interagdes lipofilicas
tambem ¢é calculada por uma fungdo f(r) entre todos os atomos lipofilicos dos ligantes (1)
e do receptor (L). Por fim, sdo calculadas as energias das ligacdes rotacionais
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(AG,,: H,,:) através da Equacdo 2 definidas para ligaces sp3-sp3 e sp2-sp3 que estdo
em contato com o receptor por ambos os lados. N, representa o nimero de ligacdes
rotaveis e P,;, a porcentagem de &tomos ndo lipofilicos em cada lado da ligagdo

rotacional®?,

Para compor a funcdo de escore GlideScore (Equacdo 3), foram acrescentadas a
funcdo ChemScore calculos da energia de interacdo do complexo ligante-receptor,
calculada por mecanica molecular, e energia de tensao do ligante. Além destes acréscimos
a fracdo mecénica molecular da fungdo GlideScore foi modificada, devido ao fato da
otimizacdo geral do complexo ndo poder estar relacionada a apenas um ligante em
particular. Afim de, acomodar uma maior gama de ligantes em uma cavidade, geralmente
pequena, de uma estrutura rigida de proteina a funcdo GlideScore diminuiu a importancia

do campo de forca raios de Van der Walls da proteina e/ou do ligante.

AGping = AGlipo—lipo z f(y) + AGppond-neut-neut Z g(Ar) h(Aa)
+ AGhbond—neut—charged z g(Ar) h(Aa)
+ AGhbond—charged—dharged z g(Ar) h(Aa)

+ AGmax—metal—ion z g(AT) h(Aa) + AGrot Hrot

+ AGpolar—phob Vpolar—phob + AGcoul Ecoul + AGvdW EvdW

+ termos de solvatacao.

Equacdo 3. Funcéo de escore GlideScore.

Os termos dos célculos para as energias das interacfes lipofilicas e ligacdes de
hidrogénio sdo as mesmas da funcdo ChemScore, com a incorporacdo de variaveis aos
calculos das ligacdes de hidrogénio. O GlideScore diferencia as interacdes de hidrogénio
entre atomos neutros e carregados. Outra variavel adicionada permite o célculo das
ligacbes metélicas, a qual passa a considerar apenas ligacdes entre atomos aceitadores
anionicos. A fungdo GlideScore acrescenta ainda para o calculo da energia final as

contribuicBes das interagdes de Coulomb e Van der Walls e os modelos de solvatag&o®®?.

Afim de aumentar a robustez dos resultados, o Glide permite o célculo da
pontuacéo final através de uma funcéo da funcdo de pontuagdo com uma preciséo extra

chamada de XP GlideScore (do inglés: Extra Precision). O diferencial do XP GlideScore
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(Equacdo 4) estéd na aplicacdo de penalidades de dessolvatacdo nos ligantes e no receptor
que contém grupos polares ou carregados e a identificacdo de padrdes estruturais
especificos que proporcionam grandes contribuicdes para a afinidade de ligago*®.

XP GlideScore = E ;ou + E pina + E vaw + E penaity

Ebinding = Ehyd—enclosure + Ehb—nn—motif + Ehb—cc—motif + EPI + Ehb—pair

+ Ephobc—pair

Epenalty + Edessolv + Eligand—strain

Equacéo 4. XP Funcéo de escore GLideScore

Ja o programa GOLD nos permite utilizar as funcdes: GoldScore, ChemScore,
ASP (do inglés: Astex Statistical Potential), CHEMPLP (do inglés: Piecewise Linear
Potential) e ainda uma funcéo definida (e parametrizada) pelo usuario.

A funcdo de pontuacdo GoldScore ¢ uma funcdo empirica e utiliza cinco
parametros de anélise (sendo um opcional): a soma da energia das ligacfes de hidrogénio
ocorridas entre o ligante e o receptor, a soma das energias de Van der Walls entre o ligante
e o receptor, a energia interna de VVan der Walls do ligante, a energia de tensdo de tor¢édo
do ligante e a soma das energias das ligacbes de hidrogénio interna do ligante

(opcional)*®?,

A funcdo de pontuacdo ASP é uma funcdo baseada no conhecimento e pode ser
também utilizada para uma para uma familia de receptores especifica. Os parametros
adquiridos pelo ASP sdo derivados das frequéncias de ocorréncias de interacdes entre
atomos de ligantes com receptores, encontradas em complexos depositados no PDB. O
diferencial do ASP sobre outras funcBes de pontuacdo estatisticas baseadas no
conhecimento é a incorporagdo de dados relativos ao ambiente em torno dos atomos

responsaveis pelas interagdes, o que afeta a acessibilidade do ligante ao sitio de interacao.

Para melhorar a qualidade dos dados estatisticos, ASP utiliza informagdes das
superficies disponiveis que certos atomos apresentam no sitio de interacdo. Para tal, séo

utilizados termos que diferenciam a acessibilidade de diferentes tipos de atomos da
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proteina e do ligante, que avaliam os volumes em torno dos atomos das proteinas na

regido de interagdo e os tipos de atomos que podem interagir em distintas regides!6216°,

A funcao de pontuacao mais robusta que pode ser utilizada pelo programa GOLD
é a medida de potencial por partes, chamada de CHEMPLP (do inglés: Piecewise Linear
Potential). CHEMPLP é uma funcdo de pontuagdo baseados em dados empiricos e em

campos de forca, a qual os parametros podem ser observados na Equagio 562166,

Pontuagaocypyprp = fPLP - (fchem—hb + fchem—cho + fchem—met)

fPLP = _(WPLP 'fPLP + Wlig—clash'flig—clash + Wlig—tors'flig—tors + fchem—cov

+ Wprot 'fchem—prot + Weons feons

Equacdo 5.Fungéo de escore CHEMPLP 162166

A determinacdo dos valores para cada um dos parametros em anélise pela fungédo
PLP ¢ dependente do tipo de potencial de interacdo que ocorre entre atomo do ligante e
do receptor, podendo ser de natureza aceptora, doadora, aceptora e doadora, metalico e
ndo polar. Cada potencial de interacdo é avaliado podendo ocorrer uma repulsdo, uma
atracdo ou uma ligacao de hidrogénio. A relagdo entre o tipo de interacdo e os &tomos do

ligante e do receptor pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3. Avaliaces das intera¢Bes ocorridas entre os tipos de atomos do ligante e do receptor pela funcéo
PLP162,166

Tipo de atomo do Receptor

Tipo de atomo do . .

) Doador Aceptor Doador/Aceptor | N&o Polar | Metélico
Ligante

Doador Repulsdo | Ligacdo-H Ligagéo-H Atracéo Repulséo

Aceptor Ligacdo-H | Repulséo Ligagéo-H Atracéo Metal

Doador/Aceptor | Ligagdo-H | Ligacdo-H Ligagédo-H Atracéo Metal
Né&o Polar Atracédo Atracédo Atracédo N&o Polar | Atracéo
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Cada uma das interagdes, dependendo da distancia que estdo ocorrendo, recebe
uma denominacdo pelas letras A-F se repulsédo/ atracdo e A-D, se puramente atrativa,
conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Relacdo entre os valoes de pontuacdo e as distancias entre as interagdes.
Distancia Pontuacéo

Interacéto A B cC D E F
Ligagdo-H 23 26 3.1 34 wplp-hb  20.0
Metal 14 22 26 28 wplp-met 20.0
Atracdo 34 36 45 55 wplp-bur 20.0
Nao Polar 3.4 36 45 55 wplp-nonp 20.0

Distancia Pontuacéao
Interacdo A B C D

Repulséo 3.2 5.0 wplp-rep-0.1 plp-rep - 20.0

Para a determinacdo dos valores especificos, os parametros sdo relacionados com
o Gréfico 3 a se a interagdo é repulsiva/atrativa, e Grafico 3b se a interacdo é puramente

repulsival®216e,

(a)d (b) '\
o )
1§ F’ g D’
o £
= K
9 3
T Z et

ET A B C D A B

Distancia Distancia

Gréfico 3. Relagdo entre a distancia e a pontuacdo para os parametros relacionados a natureza (a)
repulsiva/atrativa e (b)puramente repulsiva'6?166
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Os dois programas, Glide e GOLD foram utilizados nos estudos de triagem
virtual para a realizacéo das triagens realizadas envolvendo a estrutura de canal de calcio
gerada por homologia, e a tubulina, visto que os dois programas trabalham de formas
distintas e sdo os mais bem avaliados em artigos que comparam a eficiéncias de
programas de docking (refs. 158167:168) " Além dos estudos de triagem virtual ambos os
programas foram utilizados para os estudos de avaliacdo das propostas de relagdo
estrutura-atividade para os compostos sintetizados pela nossa equipe de sintese.

Os resultados serdo demonstrados e discutidos em capitulos posteriores. Os
parametros utilizados para o estudo do canal foram a localiza¢do do centréide na regido
do poro central: x = -3,55; y = -3,43 e z = 10.99 com uma esfera de 10A quando simulados
com 0 GOLD e quando simulados com o Glide um grid externo de 12A e 6A para o grid
interno. Na regido alostérica utilizamos centroide em x = -5,27; y =0,13; z = 7,89 com 0s
mesmos valores para a esfera do GOLD e grids para o Glide. No que diz respeito as
simulagOes na estrutura da tubulina utilizamos a localizagéo do centroide em x=17,336;
y=63,576 e z=43,586. Na simulacdo feita com o GOLD utilizamos o tamanho da esfera

em 8A e quando simulados com o Glide os grids em 12A (externa) e 6 (interna).

Utilizamos as funcdes de pontuacdo CHEMPLP nas simulacdes com 0 GOLD e
XPGlideScore com as efetuadas no Glide. Todos os outros parametros foram mantidos

com os valores padrBes dos programas.

3.1.4. Predicdo das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas (QikProp e
DEREK)

As analises das propriedades farmacocinéticas sdo fatores de extrema importancia
no desenvolvimento de novas entidades farmacologicas, pois baixos indices de absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do sdo uma das principais razdes de insucessos em
pesquisas nesta area de concentracdo. Além do mais, os ensaios clinicos de novas
substancias com propriedades farmacologicas sdo as etapas mais custosas no
desenvolvimento de farmacos e a descoberta mais breve possivel de baixos indices
farmacocinéticos ¢ um fator de economia, em tempo e em dinheiro, no desenvolvimento
de novas substancias biologicamente ativas!®®*1', Um dos métodos de predicio de

atividades farmacocineética é através do célculo de descritores, os quais podem ser
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realizados atraves do programa QikProp e que constituem importante filtro em estudos

de triagem virtual®’?.

O programa QikProp da empresa Schrodinger faz a predicdo de propriedades
farmacocinéticas (ADME) por meio da utilizacdo de descritores com baixo
desprendimento computacional. Tal programa analisa a estrutura da molécula como um

todo, ndo apenas por fragmentos, e baseia suas previsdes sobre a estrutura trés dimensoes.

Importantes propriedades farmacinéticas podem ser preditas e comparadas a um
extenso banco de dados de farmacos comercializados. Dentre estas, destavamos: log Pow,
log CACO», log MDCK, porcentagem de absorcao oral e qualidade do modelo de absorgao

oral humana.

O coeficiente log Pow (coeficiente de particdo octanol/ dgua) é um importante
descritor para a predicao da permeabilidade e biodisponibilidade em farmacos através do

calculo do balanco lipofilico/hidrofilico dos mesmos®”3.

Um dos grandes interesses na descoberta de novos farmacos é que 0s mesmos
sejam administrados por via oral. Para tal, esses devem ultrapassar uma série de barreiras,
dentre elas, a barreira do eptélio intestinal. O log CACO. é uma medida de absorcéo pela
mucosa intestinal por difusdo passiva, realizado através de estudos em células do epitélio
intestinal diferenciadas, Caco-2 (QPPCaco). A linhagem celular Caco-2 € derivada de um
carcinoma colo-retal humano e ¢ fonte de estudo para absorcdo de farmacos in-vitro!’4,
Junto com o modelo de células Caco-2 a permeabilidade as células MDCK (do inglés:
Madin-Darby canine kidney) também desempenham um importante fator a ser analisado

no estudo de permeabilidade de farmacos in-vitro'7>17,

Outro descritor importante que podemos analisar com o programa QikProp € o
#star, que corresponde ao numero de violagdes, em todos os descritores em analise, aos
intervalos comuns a 95% dos farmacos. Os valores que utilizamos como critério para a
eliminacdo dos compostos nos estudos de triagem virtual foram: qualquer sinalizagdo no
descritor #star, valor de log P o maior do que 5, log CACO: e log MDCK abaixo de 500,
Porcentagem de Absor¢do Oral abaixo de 80% e Qualidade do modelo de absorcéo oral

humana diferente de “alta”.

Em relacdo as predigdes toxicologicas, utilizamos em nossos estudos o programa

DEREK que é um programa de predi¢cdo de toxicidade em moléculas baseado no
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conhecimento. O programa analisa a estrutura total da molécula por similaridade 2D e
indica possiveis riscos toxicoldgicos que as estruturas possam ter a partir da comparagao
da estrutura com suas regras de bases. A andlise também ¢ feita pela comparacdo
fragmentos da estrutura da molécula com fragmentos presentes no seu banco de dados,
chamados de grupamentos toxicoforos. Varias caracteristicas toxicoldgicas estdo
disponiveis nas predi¢des do DEREK, tais como, mutagenicidade, carcinogenicidade,
sensibilizagdo da pele, irritagéo, efeitos reprodutivos, neurotoxicidade, entre outras. Essa
analise fornece um critério para excluir substancias potencialmente nocivas na fase de

selecdo, para a sintese de compostos e futuros testes experimentais 139177,

O programa DEREK permite optar pela espécie em qual as predi¢des serdo
efetuas, mantivemos nossas predicdes apenas em humanos e nosso critério de exclusdo
foi basedo em qualquer alerta de toxicidade segundo Custom Prediction e Lhasa

Prediction.

3.2.Modelagem de proteinas por homologia estrutural

Nem sempre as estruturas de proteinas resolvidas por cristalografia de raios-X ou
RMN séo uteis para o planejamento de farmacos baseado em estrutura, assim como nem
todas as proteinas sdo habeis de serem resolvidas por essas técnicas. Quando, por
exemplo, esses métodos ndo conseguem determinar a estrutura de um alvo terapéutico,
ou mesmo quando a resolucgdo/refinamento cristalografico ndo é adequada para estudos
de SBDD, duas alternativas podem ser aplicadas para o desenvolvimento tedrico de um
modelo de receptor: utilizando metodologias ab-initio ou através do método comparativo

de proteinas por homologia estrutural.

O desenvolvimento de um modelo tridimensional de receptor através do método
comparativo de proteinas por homologia estrutural ocorre através da comparacao entre
duas ou mais sequéncias de proteinas similares. A execucdo dessa técnica requer, pelo
menos, uma estrutura resolvida experimentalmente e essa estrutura deve compartilhar de
razoavel identidade sequencial com a proteina-problema. Ndo obstante, o sucesso deste
método depende também de um correto alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos

envolvidas!’8-180,
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O sucesso e a confiabilidade dos modelos gerados por homologia estrutural de
proteinas devem ao fato do folding de uma familia de proteinas se manter relativamente
conservada durante a Evolucdo das espécies, ainda mais do que a estrutura priméria.
Dessa forma, se duas sequéncias de aminoacidos forem similares, a estrutura
tridimensional tera grandes chances de tambem ser. A modelagem de farmacos por
homologia segue quatro passos: (1) pesquisa por sequéncias homdlogas, (2) alinhamentos
das sequéncias, (3) construcdo do modelo e (4) avaliagdo 18181,

Para a construcdo de um modelo de canal de calcio empregando-se a técnica de
homologia estrutural de proteinas, utilizamos 0s seguintes programas para cada etapa do

processo.

e Pesquisa por sequéncias homologas — protein BLAST (BLASTp);
e Alinhamento das sequéncias — Clustal Omega;
e Construcdo do modelo — Modeller;

e Auvaliagdo — Whatlf e Procheck.

Por fim, incluiu-se uma etapa de validagdo do modelo, visto que o mesmo foi
utilizado para estudos de triagem virtual baseada na estrutura. A validacdo foi feita
utilizando os programas Glide e GOLD. Para fins de visualizacao grafica dos modelos,

utilizamos o programa Schrodinger/Maestro.

3.2.1. Pesquisa por sequéncias homologas — Blastp;

O servidor on-line BLAST (do inglés: Basic Local Alignment Search Tool)
disponibilizado pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI) é um
conjunto de ferramentas destinado a fazer pesquisas, em bancos de dados, por sequéncias
de proteinas, ou DNA, semelhantes a uma sequéncia de interesse. BLAST utiliza um
conjunto de ferramentas estatisticas e refinamentos afim de eliminar falsos

positivos, 142143

Para procurar semelhangas entre sequéncias de proteinas o programa BLAST
através do algoritmo protein Blast (Blastp) utiliza uma busca por semelhancas de

sequéncias de 3 aminoacidos (chamada de “hit”) do modelo com aqueles presentes em
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bancos de dados como o PDB, como exemplo. Os alinhamentos dessas sequéncias
recebem uma pontuacgdo (score) e a sequéncia é expandida, em ambos os sentidos, afim

de, se tentar obter uma maior pontuagao.

Uma alta pontuagdo obtida ndo necessariamente indica homologia entre as
sequéncias, com um todo. Para sanar essa dificuldade, o BLAST desenvolveu uma
pontuacdo chamada de e-value, afim de determinar que uma sequéncia ndo foi obtida
aleatoriamente. Este valor representa a probabilidade de se obter com outra sequéncia um
alinhamento contendo a mesma pontuacdo. Sendo assim, menores valores de e-value

(mais proximos de zero) representam maior a confiabilidade.

Outro resultado importante oferecido pelo BLAST € a porcentagem de identidade
sequencial. A porcentagem de identidade mede o grau de correspondéncia entre duas
subsequéncias, onde uma identidade de 25% ou superior implica semelhanca de funcéo,
enquanto 18-25% de semelhanca pode implicar em uma semelhanca estrutural ou até de

funcéo.

A evolucédo do programa BLAST o capacitou fazer suas buscas em conjuntos de
sequéncias, através de um algoritmo de busca que utiliza lacunas chamadas de “gaps”
(insercdes ou delecBes de aminoacidos de uma sequéncia em relacéo a outra). Ainda com
a etapa de refinamento utilizado pelo BLAST, as buscas por sequéncias de hits podem
ser ndo sobrepostas, dessa forma, BLAST se torna um algoritmo eficiente na busca por

sequéncias de proteinas homdlogas.142143.180,182-184

3.2.2. Alinhamentos das sequéncias — Clustal Omega

Para executar uma etapa crucial do estudo de modelagem de proteinas por
homologia estrutural, o alinhamento?8®, utilizamos o servidor on-line Clustal Omega,
oferecido pela European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics
Institute (EMBL-EBI). Um dos dados importantes a se obter no alinhamento das
sequéncias é sobre quais as regides que sofreram mutacées ao longo da Evolugdo, como
foi a mutacéo ocorrida e quais regides se mantiveram conservadas, ou em outras palavras,

onde ocorreram as inserc¢oes, delecdes e mutacdes de residuos de aminoécidos!8418e,

O algoritmo utilizado pelo Clustal Omega para o alinhamento das sequéncias é o

do “alinhamento progressivo”. Este algoritmo realiza o alinhamento de sequéncias cada
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vez maiores em sub alinhamentos de alta complexidade, seguindo a ordem de ramificacéo

de uma arvore guial®*186,

3.2.3. Construcdo do modelo — Modeller;

Para a construgdo do modelo do canal de célcio utilizando a técnica de modelagem
de proteinas por homologia estrutural, utilizamos o programa Modeller. Tal programa
utiliza a estrutura de entrada como molde e desenvolve uma estrutura tridimensional

homéloga a partir da comparagao feita entre os alinhamentos oferecidos'#.

O Modeller trabalha através da comparacéo das restricdes espaciais entre 0 molde
(tipica para proteinas da mesma familia — de mesmo folding) e a estrutura que esta sendo
modelada para a sequéncia problema. As restri¢cdes espaciais que o Modeller utiliza sdo:
as restricdes entre distancias e os angulos diedro, restricdes esteroquimicas
(comprimentos e angulos de ligacdo), preferéncias estatisticas entre os angulos diedros e
distdncias interatbmicas entre atomos ndo ligados e restricdes opcionais criadas
manualmente (regras de enovelamento da estrutura secundaria, experiéncias de ligacdes

cruzadas, intuigdo, dentre outros)*®’.

Para a tarefa a ser desenvolvida, Modeller trabalha em quatro passos: (1)
identificacdo e selecédo de proteinas moldes candidatas, (2) alinhamento entre a sequéncia
e o(s) molde(s), (3) construcdo do modelo com base no alinhamento definido e (4)
avaliacdo/controle da qualidade do modelo*”18, Embora os dois primeiros passos sejam
distintos, a identificacao e selecdo de moldes é um passo que por finalidade fornece um

alinhamento preliminar das sequéncias®e,

A identificacdo inicial é responsavel por encontrar sequéncias similares aquela
que se pretende modelar, utilizando parametros estatisticos como o e-value, além da
porcentagem de similaridade. Para o e-value, espera-se valores proximos a zero, mas um
valor entre 30% e 40% garantem resultados mais precisos. As obtencdes desses valores

foram atingidas ap6s um alinhamento das sequéncias, na Etapa 2.

A etapa de construcdo de um modelo de proteina através da modelagem por
homologia segue através da transferéncia/cdpia da conformacgéo da cadeia principal da
proteina molde para 0 modelo. Esse processo pode ocorrer utilizando os métodos:

modelagem de uni&o de corpos rigidos®®, pela combinacdo de segmentos'®®, ou através
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da satisfacio de restricdes espaciais'®’. No caso do Modeller, o método utilizado € o da
satisfacdo das restriches espaciais que, conforme descrito anteriormente, consiste em
inicialmente atribuir restricdes e limitagcdes ao novo modelo utilizando como informagao

o0 alinhamento com a proteina molde bem como sua estrutura ja resolvida.

Inicialmente sdo avaliadas as distancias entre os residuos das sequéncias
alinhadas, e posteriormente as restricdes dos comprimentos de ligacdes, angulos de
ligacdo e de diedro sdo derivadas a partir do alinhamento com o modelo. As restrigdes
sdo obtidas a partir de uma analise estatistica das relacdes entre proteinas similares,
através de dados predeterminados em estudos anteriores. Posteriormente, as restricdes
estereoquimicas envolvidas nas interagdes entre atomos ndo-ligados sdo determinadas
através de uma funcdo objetiva. Deriva-se, entdo, um modelo por minimizacdo dessas
restricdes espaciais. Pode ocorrer, subsequentemente, uma refinacdo do modelo por
avaliacdo e modelagem das regiGes de al¢as/loops, com rotinas especificas do algoritmo,

e finalmente o processo termina com a otimizagao estrutural do modelo gerado®192,

3.2.4. Avaliacéo da qualidade do modelo — Whatlf e Procheck.

Os servidores on-line Whatlf e ProCheck foram utilizados para a avaliacdo dos
modelos de estruturas de canal de calcio geradas com auxilio do programa Modeller.
Procheck e Whatlf foram utilizados respectivamente para a validacdo estereoquimica e
dos contatos atdmicos.

Disponibilizado pela EMBL-EBI o ProCheck foi utilizado para a validacdo da
estrutura geral do canal de célcio gerada por homologia, no tocante a qualidade
estereoquimica. Para esta avaliacdo, o Procheck compara os residuos do modelo com
pardmetros tipicamente observados em estruturas de proteinas de alta-resolugédo
cristalogréfica. Os parametros analisados foram: Diagrama de Ramachandran,
planaridade das ligacOes peptidicas, medidas das interaces ndo-ligantes (van der Waals,
ligacGes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas) entre atomos, isto €, entre atomos que
ndo estdo ligados por ligagbes covalentes, distorcdo tetraédrica dos carbonos alfa,
energias das ligacBes de hidrogénio e G-Factor (General factor, uma média da

estereoquimica geral do modelo).
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O Diagrama de Ramachandran®®® permite uma analise preliminar e importante de
uma estrutura de proteina, porque indica erros na estrutura mais conservada da proteina,
a terciaria. Tal diagrama, dividido em regides, tem por funcdo a andlise dos residuos de
aminoéacidos, indicando se 0s mesmos estdo em regides energeticamente favoraveis ou
desfavoraveis no que diz respeito as suas conformacdes de cadeia principal. A Figura 20
é um exemplo tipico de um Diagrama de Ramachandran, disponibilizado no manual de
uso do programa Prochek. No referido diagrama/grafico, podemos observar os eixos
contendo os dois principais angulos da cadeia principal, Phi e Psi [¢,y], dispostos de 180°
a -180°, e que abrangem todas as combinacBes energéticas possiveis desses angulos
diedros, os quais os residuos de aminoacidos podem adquirir. A excec¢do fica por conta
dos residuos de glicina, pois sua cadeia lateral corresponde apenas a um atomo de
hidrogénio, ou de prolina, que é um iminoacido, 0s quais sdo apresentados no diagrama
por triangulos. Os angulos ¢,y na cadeia de aminoacidos podem ser observados na Figura
21.

PROCTILICK

Ramachandran Plot

Psi {dcgrees)

-135*" | ‘ ° ° |

Phi {(degroes)

Figura 20. Representacéo do Diagrama de Ramachandran de uma dada proteina.
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Figura 21. Representacédo dos angulos ¢,y de um aminoacido na cadeia principal de uma proteina %,

Podemos notar trés diferentes cores no grafico de Ramachandran: vermelha,
amarela, amarela clara e branca. A cor vermelha indica a regido “permitida” (ou
energeticamente favoravel), a cor amarela indica a regido “adicionalmente permitida”,
em amarelo claro esta representada a regido “generosamente permitida” e a regido branca
representa a regifo “proibida”'®*. Para uma estrutura de proteina com 2A de resolugéo,

espera-se mais de 90% dos residuos de aminoacidos em regides permitidas.

3.2.5. Visualizacao gréfica - Maestro

O Maestro é uma interface grafica oferecida pela empresa Schrodinger. O
Maestro foi utilizado para visualizagdo dos resultados do estudo de modelagem de
proteinas por homologia estrutural, através da sobreposicdo dos modelos e verificacdo
das regibes de delecdo, se em regides de dobra ou em hélices. O programa Maestro
também foi utilizado para a analise visual dos resultados das simula¢des de docking, tanto
para a analise e propostas das relacdes estrutura-atividade quanto para proporcionar a

inspecdo visual dos compostos resultantes dos estudos de triagem virtual.
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4. Discussao dos resultados

Os resultados que obtivemos nas pesquisas de novos quimiotipos utilizados para
compor os dois nucleos da estrutura do pro-farmaco idealizado originalmente no projeto-
mée precursor desse, foram baseados em estudos de triagem virtual em extensos bancos
de dados, utilizando técnicas de LBDD somadas a técnicas de SBDD. Como nossa
atividade foi dividida em 2 tarefas que se distinguem pelo ponto de partida, a discusséo
dos resultados seré dividida da mesma forma. Sendo assim, a discusséo da Tarefal, que
teve como ponto de partida dados reportados na literatura para a investigacdo de
compostos com caracteristicas inibitorias/bloqueadoras do canal de calcio (visando a
inibicdo da P-gp), seré pautada na execucdo da Estratégial e nos passos iniciais, o que
inclui a construgdo do modelo de canal de célcio necessario para o desenvolvimento da
mesma. Ainda discutindo os resultados obtidos na Tarefal, seguimos com mais duas
estratégias (Estratégia 2 e 3) utilizadas para a investigacdo de compostos capazes de
modular a atividade da tubulina.

No que diz respeito a Tarefa2, discutiremos o estudo dos compostos propostos
por nossa equipe de sintese, 0s quais ja detiveram dados importantes e promissores de
atividade anticancer. Nesta etapa, apds o estudo das propostas dos modos de interacdo
desses candidatos a farmacos, executamos mais uma estratégia de triagem virtual
(Estratégia4) para a obtencéo de novos compostos com potenciais atividades moduladora
da tubulina. Nos tdpicos a seguir discutiremos os resultados obtidos nas estratégias de

cada uma das tarefas.

4.1.Tarefal

4.1.1. Triagem Virtual para descoberta de compostos bloqueadores do canal de
célcio (Estratégial)

O ponto de partida para o desenvolvimento da Estratégial foi a construcéo de um
modelo de canal de calcio através da técnica de modelagem por homologia estrutural,
visto que tal estrutura ndo é existente em banco de dados de estruturas de proteinas.
Depois de analisada e validada, constatamos que tal estrutura detinha plenas condigcOes
de ser utilizada em nossos estudos de SBDD e, dessa forma, apds a construgdo do modelo

de canal de calcio comegcamos os estudos de triagem virtual que serdo explanados a seguir.
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Um esquema grafico detalhado da Estrateégial utilizada para os estudos de
triagem virtual de compostos bloqueadores do canal de célcio pode ser observado na
Figura 22. Tal estratégia partiu de milhGes de compostos presentes em 6 bases de dados,
0s quais sofreram sucessivas triagens até chegarmos ao montante de 9 compostos, que
serdo avaliados através de ensaios in vitro. A primeira triagem executada foi feita através
da similaridade por forma, a partir da qual foram selecionados 2000 compostos com
melhor indice Tanimoto para cada uma das bases de dados em estudo. Os estudos de
LBVS seguiram por mais uma triagem, sendo esta executada através da triagem por
potencial eletrostatico, onde entdo foram selecionados os 100 melhores resultados através
do indice Taminoto para cada uma das bases de dados em estudo. Os compostos
sobreviventes a estas triagens tiveram suas propriedades ADME/Tox preditas e 0s
compostos que satisfizeram selecionados parametros de farmacocinética e toxicidade
tiveram seus modos de interacdo propostos por simulac@es de docking.

Os modos de interacdo propostos nos estudos de docking foram analisados através
de uma inspecdo visual, pela qual foi possivel selecionar 9 compostos candidatos a
bloqueadores do canal de célcio. Todas as etapas citadas acima serdo detalhadamente

explicadas nos seguintes topicos, a comecar pela construcdo do modelo do canal de calcio.

6 Bases de dados — Milhdes de compostos

ROCS — 2000 Melhores Indices Tanimoto

EON — 100 Melhores Indices Tanimoto

Predicdes ADME/Tox

Simulag6es de Docking

Hits
Figura 22. Representagdo esquematica da Estratégial de triagem virtual utilizada para a selecdo de
compostos com potenciais atividades inibitérias do canal de célcio.

Desenvolvimento do modelo de Canal de célcio tipo-L, por homologia estrutural.

Para o desenvolvimento de um modelo de canal de calcio do tipo-L utilizamos a

técnica de desenvolvimento de modelos tridimensionais de proteinas através da
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modelagem estrutural por homologia. Estes estudos se procedem em trés passos: (1)
alinhamento (sendo essa uma etapa crucial do processo?®), (2) construgdo do modelo, (3)
avaliacdo do modelo'®® e, ainda, como utilizaremos o mesmo para estudos de SBVS,

acrescentamos ao nosso estudo mais uma etapa, a de (4) validacdo.

A nossa proposta de construcdo de um modelo de canal de célcio foi baseada em
propostas anteriores relatadas nos estudos de Zhorov e colaboradores 2001'¢° e Shaldam
e colaboradores 2014'%. Zhorov e seus colaboradores propuseram em seus estudos a
construcdo de um modelo de canal de calcio utilizando como molde a estrutura de um
canal de potéassio (PDB ID:1BL8%) a intencdo dos seus estudos era construir um modelo
de canal confiavel e, a partir dele, buscar o entendimento da interacdo entre farmacos
bloqueadores de canal de célcio com tal alvo. Shaldam e seus colaboradores propuseram
um novo modelo em um estudo mais recente baseado na estrutura do canal de potassio
PDB ID:2A9HY,

Etapa de alinhamento

Tendo em vista que a subunidade formadora do poro do canal de célcio (a1) é 0
local de acdo de farmacos e toxinas, o desenvolvimento do nosso modelo foi limitado a
esta. Dessa forma, nossa modelagem foi feita para os segmentos S5, P e S6 das quatro
subunidades que juntas formam o poro do canal de célcio, estas subunidades podem ser
observadas na figura esquematica apresentado na Figura 23. Para a constru¢do do nosso
modelo foram deletadas as sequéncias 301-341, 1064-1095 e os dois primeiros residuos
de S6%, que sio alcas extracelulares e ndo interferem no nosso objetivo, e podem
diminuir a qualidade do modelo. A sequéncia de aminodcidos do Cay 1.2 foi obtida
através do banco de dados de sequéncia de aminoacidos UniProtKB/Swiss-Prot!®®, com
cddigo Q13936 — CAC1C Human isoforma 20.

Inicialmente, com a utilizagdo do servidor on-line BLAST, com o algoritmo
protein blast (BLASTp), identificamos uma identidade sequencial de 40% da Q13936
isoforma 20 com a estrutura PDB ID: 4LTO e um um e-value de 3x10®. Porém estes
valores dizem respeito a apenas uma das quatro subunidades do canal, quando comparado
a estrutura total encontramos uma identidade sequencial de apenas 24% e uma

similaridade de 53%, ainda assim, esses valores superam aos do estudo de Shaldan e
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colaboradores (19,7 % de identidade e 41,8% de similaridade). A sequéncia utilizada e o

resultado obtido pelo BLASTp podem ser observados na Tabela 5 e na Figura 24

Figura 23. Representacdo esquematica das subunidades e dos segmentos utilizados para a construgéo do
modelo de canal de célcio do tipo-L. Em azul, os segmentos S5, P e S6 das quatro subunidades modeladas
que, juntas, formam a regido central do poro do canal de célcio.

Tabela 5. Sequéncia Q13936 isoforma 20 utilizado para entrada no programa BLASTp.

:SKSAMVPLLHIALLVLFVIIIYAIIGLELFMGKMHKT 36
ICIZ:,YNGITNFDNFAFAMLTVFOCITMEGWTDVLYWVNDAVGR 7
IIDS\?VPWIYFVTLIIIGSFFVLNLVLGVLSGEFSKERE 112
:_IIiSSVRSIASLLLLLFLFIIIFSLLGM LFGGKFENFDE 149
:\I/IPOTRRSTFDNFPOSLLTVFOILTGEDWNSVMYDGIMAYGGPSFPG 194
:\I/ISLGVCIYFIILFICGNYILLNVFLAIAVDNLADAE 228
II:I\I/SASIRTIGNIVIVTTLLOFMFACIGVOLFKGKLYTC 264
ISIIIDSSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGPIYNYR 313
UIISIGSIFFIIYIIIIAFFMMNIFVGFVIVTFOEOG 347
:\K/g:l;OALPYVALLIVMLFFIYAVIGMOVFGKIALNDT 384
!F\QTNRNNNFOTFPOAVLLLFRCATGEAWODIMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGETPCGS 443
IS\Ié,sﬁfs\/FYFISFYMLCAFLIINLFVAVIMDNFDYLT 477
Description Spugz}:e :E:L ?;Ifg vaIIEue ldent Accession
Chain A, Bacterial Sodium Channel In High Calcium, 1222 Space Group 481 932 33% 3e06 40% 4LT0 A

Figura 24. Resultado obtido pelo algoritmo protein Blast, para a entrada Q13936 isoforma20.

Com o resultado obtido pelo BLASTp, e agora uma nova possibilidade de molde
a ser utilizado na construcdo do modelo de canal de calcio, a estrutura PDB ID 4LTO,

demos sequéncia aos estudos de construcdo do modelo de canal de calcio, partindo para
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a etapa dos alinhamentos, propriamente dita. Quatro propostas de alinhamento foram
utilizadas, na tentativa de construimos quatro modelos de canal de célcio, para que, ao
final, pudéssemos ter uma ampla variedade de modelos construidos e, desse modo, eleger
0 mais confiavel. Sendo assim, os quatro alinhamentos propostos foram entre a sequéncia
de aminoacidos Q13936 — CAC1C Human isoforma 20 e a da proteina PDB ID: 1BL8
baseado nos estudos de Zhorov e colaboradores (alinhamentol), com a sequéncia da
proteina PDB ID: 2A9H baseado nos estudos de Shaldam e colaboradores
(alinhamento2), com a sequéncia da proteina PDB ID: 4LTO (alinhamento3), e com as
sequéncias das proteinas PDB ID: 4LTO e 2A9H (alinhamento4).

O alinhamento das sequéncias foi realizado através do servidor on-line Clustal
Omega e para verificarmos a qualidade dos alinhamentos, utilizamos como referéncia a
sobreposicdo das estruturas PDB ID: 2A9H e PDB ID: 1BL8 feita pelo programa
Maestro. A sobreposi¢do feita no Maestro nos permitiu visualizar onde estavam as
regides de alca e de hélices e, dessa forma, pudemos avaliar se as inser¢des ou dele¢des
sugeridas pelo Clustal Omega apresentavam-se em regides desfavorecidas. A Tabela 6
representa a sobreposicdo entre as estruturas PDB ID: 1BL8 e PDB ID: 2A9H utilizada

como referéncia, a partir da qual podemos observar as localizacGes de alcas e hélices.

Apds analisarmos os alinhamentos obtidos pelo programa Clustal Omega, o
alinhamentol baseado nos estudos de Zhorov foi prematuramente eliminado, pois ndo
conseguimos obter qualidade para o modelo obtido com o alinhamento das sequéncias
desta proposta. O alinhamento que posteriormente derivou 0 modelo de canal de célcio
mais promissor foi o alinhamento2, baseado nos estudos de Shaldam com a estrutura
PDB ID: 2A9H, o qual pode ser observado na Tabela 7. Os alinhamentos 3 e 4 podem

ser observados nos Anexo 1 e Anexo 2.
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Tabela 6. Sobreposicao feita através do programa Maestro a qual é possivel observar as regides de alca (C-
coil) e hélice (H-helix).

2A9H CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCC
1BL8 CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCHHHHHHHCCC
2AGH ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAALISYPDALWWSVETATTVG

1BLS ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVG

2A9H CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHH
1BL8 CCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHCHHHHHH
2AGH YGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQALHWRAAGAATVLL
1BLS YGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQALHWRAAGAATVLL
2A9H HHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHH
1BL8 HHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHCHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHH

2 AGH VIVLLAGSYLAVLAERGAPGAALISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVA
1BL8 VIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVA
2A9H HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
1BL8 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCC
2AGH VVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAE
1BL8 VVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAE
2A9H HCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
1BL8 CCCCCCCCCCHHHHHCHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
2AGH RGAPGAALISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSYGLVF
1BLS RGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVT
2A9H HHHHHHHHHCCCC-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHH
1BL8 HHHHHHHHHCCC-CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHHH
2AGH AAVATWFVGREQA-LHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAALISYPDA
1BLS AALATWFVGREQ-ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRA
2A9H HHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCC
1BL8 HCHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCC
2AGH LWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ
1BL8 LWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQ

Tabela 7. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos Q13936 (CAC1 Human) e 2A9H.

Cadeia I
Q13936 IKAMVPLLHIALLVLFVIIIYAIIGLELFMGKMHKTCYNGITNFDNFAFAMLTVFQCITMEGWT -DVLYWVNDAVGRDWPWIYFVT
2A9H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAA--—--~~ LISYPDALWWSVETATTVGYG-DLYPVT------ LWGRCVAWV
Q13936 LIIIGSFFVLNLVLGVLSGEFSKERE
2A9H VMVAGITSYGLVFAAVATWFVG-REQ

Cadeia II
Q13936 LNSVRSIASLLLLLFLFIIIFSLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDGIMAYGGPSFPGMLVCI
2A9H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAER-GAPGAA-----~~ LISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVT--=-=----—~ LWGRC
Q13936 YFIILFICGNYILLNVFLAIAVDNLADAE
2A9H VAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ

Cadeia III
Q13936 FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGPIYNYRVE
2A9H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAA--—--~~ LISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVT-=----—-—--—-—- Lw
Q13936
2A9H ISIFFIIYIIIIAFFMMNIFVGFVIVTFQEQG

GRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ

Cadeia IV
Q13936 IKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGKIALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQDIMLACMPGKKCAPESEPSNS
2A9H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAER-GAPGAA-----~~-~ LISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVT--=-—====——————
Q13936 TEGETPCGSSFAVFYFISFYMLCAFLIINLFVAVIMDNFDYLT
2A9H ——mmeme- LWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ
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Etapa de construgédo do modelo

Apds a etapa de alinhamento, utilizamos o programa Modeller para a construcao
dos modelos tridimensionais do Cay tipo-L. Para cada um dos trés alinhamentos restantes
relatados acima foram geradas 3 hipoteses de modelos, as quais tiveram como primeira
avaliacdo uma andlise visual. Apos a analise visual dos modelos gerados eliminamos a
proposta referente ao alinhamento3. Podemos observar na Figura 25 que o programa
Modeller ndo conseguiu posicionar corretamente a alga presente na subunidade IV S e
por esta razdo o modelo gerado através do alinhamento3 foi rejeitado.

Figura 25. Visualizacdo do modelo 3 (a-c) excluido e modelo 2 (b-d). As setas roxas indicam a alca
posicionada de forma incorreta na geragdo do modelo 3 e posicionada corretamente na geracdo do modelo
2.
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Etapa de avaliacdo do modelo

As trés hipoteses de cada um dos dois modelos restantes (derivados dos
alinhamentos 2 e 4) seguiram para a etapa de avaliagdo/controle de qualidade. Esta etapa
foi executada por utilizagdo do servidor on-line Whatlf, bem como, do programa
Procheck. Diante dos resultados, demostrados na Tabela 8, a hipdtese melhor avaliada
foi a hipotese 2 do modelo derivado pelo alinhamento2. O que nos levou a essa concluséao
foram inicialmente os bons resultados obtidos no Diagrama de Ramachandran (Figura
26a), o qual ndo indicou angulos phi e psi desfavoraveis para os residuos presentes na
regido do sitio de interacao, seguido da analise dos parametros de planaridade das ligacGes
peptidicas, maus contatos atdbmicos, distorcao tetraédrica dos carbonos alfa, energias das
ligages de hidrogénio e G-Factor, em acordo com valores tipicamente encontrados em
estruturas de proteinas com alta resolugéo (Figura 26b).

Tabela 8. Apresentacéo dos resultados de Pontuacdo Geral (Whatlf), Regides Proibidas (Ramachandran)
e G-Factor (Procheck), obtidos na etapa de avaliacdo dos modelos de canal de calcio gerados.

Pontuacgédo Total Regides Proibidas

Modelos G-Factor
(Whatlf) (Ramachandram)
2A9H Referéncia -0,910 0 0,3
4L TO Referéncia -0,717 0 -0,2
Alinhamento2
) -1,253 4/0,9% -0,2
Hipotesel
Alinhamento2
o -1,210 2/0,5% -0,2
Hipotese 2
Alinhamento2
) -1,240 7/1,6% -0,2
Hipotese 3
Alinhamento4
) -1,242 4/0,9% -0,2
Hipotese 1
Alinhamento4
) -1,210 2/0,5% -0,2
Hipotese 2
Alinhamento4
-1,253 7/1,6% -0,2

Hipotese 3
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Os parametros conjuntamente apresentados na Figura 26b, a seguir, ajudam a
avaliar a qualidade estereoquimica geral do modelo selecionado. Pudemos observar pelos
gréaficos que o modelo obteve valores dentro do intervalo de referéncia do Procheck e,
ainda, pudemos destacar que os residuos de aminoacidos, cujos valores de Whatlf foram
menores que -5 (indicando, pois, inadequado empacotamento desse residuo na estrutura
da proteina) ndo fazem parte do conjunto de aminoécidos presentes no sitio de interacdo

do canal.
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Figura 26. Resumo da avaliacdo estereoquimica do modelo selecionado e construido por homologia
estrutural para o canal de célcio do tipo-L - hipdtese 1 do modelo2. (a) e o respectivo Diagrama de
Ramachandran (b).

Etapa de validacdo do modelo

Por fim, uma vez eleito o modelo a ser utilizado nas simulagdes de docking, o
avaliamos quanto a sua eficiéncia/robustez em estudos de triagem virtual. Para tal,
inibidores de canal de célcio, dos mais potentes e com valores de ICso reportados na
literatura (ditos “contaminantes”, selecionados do servidor on-line BindingDB) foram

adicionados a uma pequena base de dados de moléculas drug-like quaisquer. O objetivo
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¢ avaliar a capacidade do nosso modelo em recuperar esses ligantes e ordena-los de
acordo com a pontuacdo da Funcdo de Escore (a qual é determinante para a sele¢do dos
compostos nos experimentos de triagem virtual em bases de dados), de forma coerente,
bem como reproduzir o posicionamento do ligante em contato com 0s aminoacidos

reportados na literatura como fundamentais para o bloqueio do canal de calcio&2%0-202,

A definicdo do sitio de docking foi baseada em estudos reportados de mutagoes e
modelagem molecular que relatam a importancia de alguns residuos para a interacdo das
dihidropiridinas com o canal de calcio bem como o posicionamento destes ligantes. Os
residuos ditos como fundamentais para a interagdo das DHPs com o canal de célcio séo:
Tyr 115610 ¢ Tyr IVS611 o5 quais, quando substituidos por residuos de Ala, diminuiram a

acdo das DHPs, o que retrata a importancia da aromaticidade destes residuos®®,

Foram adicionalmente relatadas as importancias dos residuos Ile "6 11 |jg 11156 14
Met '"1S6 19 || 1VS6 18 || IVSE 19 Ty NISS 14 o Gl WSS 18 \/ale ressaltar que embora 0s
dados de estudos de mutacdo sejam fontes de informacdes precisas e importantes, eles
podem ndo estar diretamente relacionados com a interagdo dos residuos de aminoacidos
com os ligantes. Uma modificacdo de residuos pode acarretar em uma mudanga estrutural
do canal, tanto na forma quando na flexibilidade do mesmo, alterando desse modo, a
interacdo com o ligante ou direcionando 0 mesmo a outro local de agdo, sem

necessariamente estarem envolvidos diretamente com a interagdo do mesmo 18520,

Diante dos estudos de mutacdo que sugerem os residuos de fundamental
importancia para a interacdo das DHPs com o canal de célcio, os pesquisadores Zhorov e
colaboradores além de Cosconatti e colaboradores, através de estudos de modelacao
computacional, sugerem duas possibilidades do posicionamento dos ligantes: no centro
do poro e na interface dos segmentos Il e 1V (regido alostérica). Poréem, vale ressaltar
que as duas hipoteses ndo atingem todos os residuos abordados pelos estudos de mutacao,
sugerindo que as mutacGes dos residuos, ndo necessariamente, podem acarretar a
modificacdo entre a interacdo do ligante com o canal de célcio, mas talvez em uma
modificagéo estrutural do mesmo e, assim, alterar os valores de inibi¢do por modificacdo

da estrutura.

Em nosso estudo levamos em consideracdo as duas regifes descritas como

possiveis locais de interagdes das DHPs para inibicdo do canal de célcio: alostérica
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(Figura 26a) e no poro central (Figura 27b). As simulacgdes de docking foram feitas através

dos programas Glide e GOLD nas duas regides descritas.

Sendo assim, dois estudos de validacao foram realizados. A primeira validacao foi
feita afim de identificar se os dois programas, GOLD e Glide, conseguiriam manter um
padrdo similar/consensual no posicionamento dos ligantes obtidos com docking. Para tal,
foi realizado um docking com o ligante (R)-Bay K 8644 nas duas regides, poro central e
alosteérica, utilizando os dois programas. Os melhores resultados que obtivemos foram na
regido alostérica, adotando o centroide no ponto x = -3,55; y = -3,43 e z = 10.99, e
utilizando o programa GOLD e uma esfera de 10 A de raio; e o0 programa Glide, com um
grid de externo de 12 A de aresta, a qual limita o ligante a estar dentro dele, além de um
outro interno, de 6 A, que obriga a ter pelo menos um atomo do ligante dentro do mesmo.
Para as simulagdes de docking feitas dentro do poro central do canal de calcio, adotando-
se 0 centro do mesmo em x = -5,27; y = 0,13; z = 7,89, utilizando o GOLD com uma
esfera de 8A; e o Glide com um grid externo de 20 A e um interno de 10 A. Os resultados
podem ser observados nas Figura 28 e Figura 29, onde temos uma representacdo em
Ribbons dos seguimentos I11S5, 1P, 111S6 e IVS5, IVP e IVS6 com os resultados obtidos
com o auxilio dos programas GOLD (a) e Glide (b), no poro central e na regido alostérica,

respectivamente.
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Figura 27.Representacdo Ribbons do modelo construido de canal de calcio do tipo-L sinalizando as regides
de interag@es utilizadas/observadas nos estudos de docking. (a) Regido alostérica e (b) poro central.

Podemos observar na Figura 28 (a-b) que os dois programas posicionaram de
forma consensual e coerente (com a literatura) o ligante (R)-Bay K 8644 no poro central.
O baixo nuimero de poses determina que com poucos “docking runs” o programa ja
identificava um baixo RMSD entre os ligantes, mas 0 mesmo nao foi observado para a
regido alostérica. Obtivemos resultados satisfatorios com ambos programas, no que diz
respeito a localiza¢do dos ligantes na regido de interesse (alostérica), porém os mesmos
n&o adotaram uma conformidade no posicionamento dos ligantes. Os melhores resultados

da validacdo na regido alostérica podem ser observados na Figura 29 (a-b).
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Figura 28. Representacdo em Ribbons dos seguimentos I11S5, 1P, 111S6, IVS5, IVP e IVS6 com o0s
resultados da validacdo do centroide no poro central feita com o auxilio dos programas (a) GOLD e
(b)Glide.

Figura 29. Sobreposi¢do dos melhores resultados de validacéo do centroide para a regido alostérica com (a)
GOLD e (b) Glide.

O segundo estudo de validacao realizado foi em relacdo a recuperacdo de ligantes
com valores ICso conhecidos. Em uma pequena base de dados adicionamos estruturas de
DHPs com valores ICsp conhecidos, chamados de “contaminantes” e avaliamos a
capacidade de recuperacdo destes compostos utilizando os diferentes programas Glide e
GOLD nas regibes do poro central e alostérica. Os estudos de validacdo demonstraram
uma boa recuperacdo dos ligantes com ICsg conhecidos nas duas regides em estudo e com

ambos programas. Os resultados podem ser observados na Tabela 9 para a regido do poro
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central e na Tabela 10 para a regido alostérica, nas quais podemos observar a classificacdo

de recuperacéo do ligante e a funcdo de pontuacdo do mesmo.

Tabela 9. Resultados da validag8o por recuperagdo de compostos com ICsp conhecidos na regido do poro
central para o programa (a)GOLD e (b)Glide.

Classificagdo Title GoldScore|  |(lassificacio Title XP GScore
1 RUCINS, 12 114.001 1 Zhorov,(S)-nimodipine -12.789
2 RUCINS, 11 105.475 2 Galvis-Pareja -12.481
9 Cosconati, (R)-Amlodipine 82.823 5 Zhorov,(S)-nimodipine -12.151
25 Tenti, 3n 76.665 9 Cosconati, (R)-Amlodipine -11.419
26 Zhorov, (S)-nimodipine 76.528 27 Mota -9.914

Tabela 10.Resultados da validag&o por recuperagdo de compostos com ICsy conhecidos na regido alostérica
para o programa ()GOLD e (b)Glide.

Classificagdo Nome GoldScore Classificagdo Nome XP GlideScore
4 Galvis-Pareja 59.324 38 Cosconati, (S,S)-Funidipine -5.731
7 RUCINS 57.590 44 Tenti, 3n -5.442
11 Mota 54.111 58 Rucins, 12 -4.661
21 Cosconati, (S,S)-Benidipine 48.849 63 Locatelli, 4 -4.382
24 Cosconati, (R)-Bav K 8644 47.371 65 Galvis-Pareja, 3-OH -4.142

Diante dos resultados das avaliacdes e validacdes do modelo de canal de calcio
gerado através de estudos de homologia estrutural de proteinas podemos concluir que tal
modelo esté apto a ser utilizado nos posteriores estudos de SBVS. Os estudos de triagem
virtual para obtencdo de hits bloqueadores do canal de calcio tiveram inicio com estudos

de LBVS e finalizaram com a utilizacdo de tal modelo em estudos de SBVS.

Triagem virtual para inibidores do canal de célcio.

Inicialmente, as 6 bases de dados, ja descritas anteriormente, foram preparadas
com o programa OMEGA, afim de, promover a correcdo e explorar possiveis
conformacOes das moléculas presentes nas bases de dados. Os parametros utilizados
foram os otimizados (padrdo), exceto para a geracdo de conférmeros - modificada para
até 300/molécula, energia de tensdo (acima do minimo global de energia) de até 9
kcal/mol, e um cut-off para identidade de conférmeros de 0.6 A (desvio médio quadratico,
RMSD), segundo protocolo otimizado por Carlos H. T. P. Silva (resultados néo
publicados).



94

Ap0ls o preparo de todas as bases de dados, iniciamos os estudos de triagem
virtual. A primeira triagem executada foi através da similaridade por forma com a
utilizagio do programa ROCS. Utilizamos como molde o antagonista (R)-Bay K 864420
modificado (Figura 30), o qual apresenta um grupamento carboxilico em substituicdo ao
grupo nitro presente no composto original. O grupamento carboxilico polar e desativador
é isdstero?® do grupamento nitro, mas capaz de realizar ligaces de hidrogénio fortes com
a Serl131 do canal de célcio. Este composto modificado pode executar interagdes
hidrofobicas adicionais entre o grupo acetil, presente no mesmo e a Met1177 do canal de

calcio, interacdo tipica observada em antagonistas do canal de calcio.

Figura 30. Representacédo estrutural 2D do ligante (R)-Bay K 8644 modificado, utilizado como referéncia
para os estudos de triagem virtual por similaridade.

Para a utilizacdo do composto (R)-Bay K 8644 modificado como ligante de
referéncia nos estudos de similaridade, sua energia foi minimizada com campo de forca
MMPFF, tal como implementado no programa Maestro/MacroModel. Vale ressaltar que
a escolha deste ligante em nossos estudos de similaridade deve-se ao fato do mesmo

apresentar uma estrutura pequena e que detém pouca liberdade conformacional.

Com a primeira triagem, foram selecionados os 2000 melhores resultados de
similaridade por forma, avaliados pelo indice de Tanimoto, em cada base de dados em
estudo. Os compostos selecionados seguiram para os estudos de similaridade por
potencial eletrostatico com o programa EON, através do qual foram selecionados os 100

melhores resultados, avaliados pelo indice Tanimoto em cada base de dados em estudo.
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Os compostos resultantes das triagens de similaridade (por forma e eletrostatica)
foram submetidos a predicdes de atividade farmacocinética e toxicoldgica (ADME/Tox)

com auxilio dos programas QikProp e DEREK, respectivamente.

Os descritores analisados pelo QikProp foram: #star, log P ow, log CACO3, log
MDCK, porcentagem de absorcédo oral e qualidade do modelo de absor¢do oral humana.
Os compostos que obtiveram alguma sinalizacdo no descritor #star foram rejeitados,
assim como os que tiveram valor de log P o maior do que 5, log CACO: e log MDCK
abaixo de 500, Porcentagem de Absor¢do Oral abaixo de 80% e Qualidade do modelo de

absor¢do oral humana diferente de “alta”.

O proximo filtro pelo qual os compostos sobreviventes foram submetidos foi o da
predicdo das propriedades toxicoldgicas. Nesta anélise, foram rejeitados 0os compostos
que, ap6s a predicdo com DEREK, apresentaram algum alerta de toxicidade segundo
Custom Prediction e Lhasa Prediction. Ao final dos estudos de LBVS a relacdo dos
compostos sobreviventes em cada base de dado que seguiram para os estudos de

simulacgdes de docking podem ser observados na Tabela 11.

Tabela 11. Relagdo entre dos compostos sobreviventes apos os estudos de LBVS com o ligante referencia
(R)-Bay K 8644 modificado

Base/ Referencia (R)-Bay K 8644 modificado
Drug Data ZINC 9 compostos
ChemBridge Diverset CL 0 compostos
ChamBridge Diverset EXP 11 compostos
FDA BindingDB 7 compostos
MayBridge 2 compostos
Naturals ZINC 2 compostos

Sendo assim, os compostos sobreviventes foram analisados quanto a capacidade
de interagirem com o canal de calcio do tipo-L, através de simulagdes de docking. As
simulac6es foram feitas com os programas GOLD e Glide, e 0 modelo de canal de célcio
do tipo-L criado por homologia foi utilizado como receptor. As analises dos resultados
gerados serviram como critério final para a selecdo dos compostos. Estes compostos
seguirdo em estudo com nossos colaboradores para a comprovacdo da atividade

bloqueadora do canal de célcio em ensaios in vitro.
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Os resultados dos estudos de docking nos permitiram visualizar como 0s
compostos se comportam nos dois provaveis sitios do canal de calcio. Sendo assim, nossa
selecdo final se baseou prioritariamente na possibilidade dos compostos interagirem com
os residuos Tyr 15610 (Tyr322) e GIn "'5514 (GIn245) quando docados na regido alostérica,

e com o Tyr VS 1(Tyr453) quando docados no poro central 85200-202,

Pudemos notar que ambos os programas GOLD e Glide indicaram que alguns
compostos podem interagir de forma satisfatoria tanto no sitio alostérico quanto no poro
central, e dessa forma elegemos estes compostos como 0s mais promissores. Sao eles: o
composto ZINC7563 e Omegal8035 obtidos pelos estudos realizados com o programa
GOLD e o composto ZINC03876174 obtido através dos resultados nas simulacdes com
o Glide.

As andlises dos resultados das simulacdes de docking nos permitiram observar que
0 composto ZINC7563 tem a possibilidade de fazer uma ligacdo de hidrogénio entre o
seu oxigénio carboxilico e a hidroxila fendlica da Tyr453, com uma distancia de 2,7 A,
na regido do poro central. Ao ser docado na regido alostérica, notamos a presenca de
quatro ligacdes de hidrogénio, sendo duas por grupos doadores do composto e duas por
grupos aceitadores. Os grupos doadores de ligacdo de hidrogénio sdo a amina secundaria
(ponte entre os dois aromaticos), a qual interage com a carbonila da amida presente no
residuo GIn245 a uma distancia de 2,9A, e com a hidroxila do residuo Thr242 a uma
distancia de 2,45A. As ligacdes aceitadoras de ligacdo de hidrogénio ocorrem entre o
nitrogénio da amida presente no residuo GIn245 e o oxigénio desprotonado do composto,
e entre a carbonila do composto e a hidroxila fendlica do residuo Tyr322, com as
distancias de 2,4A e 3,1A respectivamente. Os modos de interacdo entre 0 composto
ZINC7563 e as regides do poro central e alostérica da proteina podem ser observados na
Figura 31 a (poro central) e b (alostérica) em trés dimensdes e em ¢ (poro central) e d

(alostérica) em duas dimensoes.
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Figura 31.Representacdo dos modos de interacdo do composto selecionado ZINC7563 na regido do poro
central (a-c) e alostérica em (b-d) em duas e trés dimensdes, obtidas como resultado do programa GOLD.

Nos resultados apresentados para 0 composto Omegal8035, podemos observar a

ocorréncia de duas interaces no poro central, uma ligacdo de hidrogénio entre o

halogénio (atomo de bromo) e a hidroxila fendlica do residuo Tyr453 observados na

Figura 32a, e também uma interacao pi-pi entre o anel do composto e do residuo Phe287

(Figura 32a-c), com distancias de 3,4 A e 4,8 A, respectivamente. Na regido alostérica

(Figura 32 b-d) observamos novamente a influéncia do grupo carboxilico para a

ocorréncia de duas ligacbes de hidrogénio, uma entre a carbonila do composto e a

hidroxila fendlica do residuo Tyr322 e outra entre a hidroxila do composto e o nitrogénio

da amida presente no residuo GIn245, com as distancias de e 2,5A e 3,1A,

respectivamente.
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Figura 32.Representacdo dos modos de intera¢do do composto selecionado Omegal8035 na regido do poro
central (a-c) e alostérica em (b-d) em duas e trés dimensdes, obtidas como resultado do programa GOLD.

A partir das simulacdes feitas com o programa Glide podemos observar que o
composto ZINC03876174 se destacou perante aos demais, por também demonstrar a
particularidade de interagir de forma adequada, tanto no poro central (Figura 33a-c)
quanto na regido alostérica (Figura 33b-d). As imagens de simula¢des de docking
evidenciam a importancia do anel hidroxi- cromona, presente neste composto, para a que
ocorra interagdo do mesmo com o canal de célcio. Os resultados de docking relatam a
ocorréncia de duas interacdes realizadas através da hidroxila presente neste anel na regido
do poro central, uma interacdo de hidrogénio realizada com a hidroxila fenolica presente
no residuo Tyr453 e outra ligacdo de hidrogénio com a carbonila da cadeia principal do
residuo Thr286, além dessas duas interacbes o anel benzeno da cromona realiza, ainda,

uma interacdo pi-pi com o anel benzeno do residuo Phe464.

Na regido alostérica podemos observar a ocorréncia de trés interagdes. Notamos a
ocorréncia de duas liga¢cdes de hidrogénio efetuadas através da hidroxila do anel hidroxi-

cromona, uma com a hidroxila fendlica do residuo Tyr322 e outra com a carbonila
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presente na amida do residuo GIn245, além de, e uma transferéncia de elétrons entre o

anel hidroxi-cromona e 0 anel benzeno do residuo Phe282.
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Figura 33. Representacdo dos modos de interagdo do composto selecionado ZINC03876174 na regido do
poro central (a-c) e alostérica em (b-d) em duas e trés dimensdes, obtidas como resultado do programa
Glide.

Ainda foram selecionados os compostos ZINC1281, ZINC125031, Omegal6616
Omegal9776 e Omega26335, resultados coincidentes entre os dois programas nas
simulacOes na regido alostérica e 0 composto BindingDB28699, resultante da simulagéo
no poro central feita com o Glide. As Figura 34-Figura 38 sdo imagens em trés e duas
dimensGes das poses obtidas nos resultados das simulagdes docking com os programas
Glide e GOLD, nas quais podemos observar as interagdes que ocorrem entre o ligante e

os residuos de amino&cidos do sitio.

Os resultados coincidentes sdo um grande indicativo de sucesso desses compostos,

pois programas que operam de formas distintas tiveram a capacidade de selecionar os
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mesmos compostos. Porém nao observamos uma unanimidade no posicionamento dos

compostos, o que diminui um pouco a qualidade da selecao.

Na interacdo do composto ZINC1281 com a regido alostérica podemos observar
que os dois programas foram coincidentes na importancia dada a amina secundaria (ponte
entre os dois aromaticos). O Glide posicionou o composto de tal forma que a referida
amina fizesse duas ligacdes de hidrogénio, uma com a hidroxila presente no residuo
Thr242 e outra com a carbonila presente no radical amida do residuo GIn245, ja o
posicionamento do GOLD possibilitou o composto fazer apenas uma ligacdo de
hidrogénio com a cadeia principal do residuo Val238. Também podemos observar uma
transferéncia de carga entre os anéis benzeno do composto e do residuo Phe329 na
interacdo proposta pelo Glide e outras duas interacdes propostas pelo GOLD, uma
ligacdo de hidrogénio entre a carbonila do radical acido com a hidroxila do residuo
Tyr322 e uma ligacéo de hidrogénio entre o halogénio (atomo de cloro) do composto e o
NH presente na amida do residuo GIn245 (ndo representada na imagem em 2D).
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Figura 34.Representa¢do dos modos de interacdo do composto selecionado ZINC1281 na regido alostérica
com o programa Glide (a-c) e GOLD (b-d) em duas e trés dimensdes.
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Os resultados das simulagdes com o composto ZINC125031 com o Glide indicou
apenas uma ocorréncia de interacdo entre o ligante e o canal de célcio, podemos observar
somente a interacdo ocorrida entre o anel piridina do composto e 0 NH presente na amida
do residuo GIn245. Porém, nos resultados propostos pelo GOLD, podemos observar a
ocorréncia de quatro interacdes, duas ligacdes de hidrogénio envolvendo o grupamento
acido do composto, uma entre a carbonila do mesmo e a hidroxila fenolica presente no
residuo Tyr322 e outra entre a hidroxila deste grupamento e o NH da amida do residuo
GIn245. As outras duas ligacdes de hidrogénio observadas, uma aceptora e outra doadora,

ocorrem entre a amina secundaria presente no composto e a carbonila da amida do residuo

GIn245 e entre a mesma amina e a hidroxila do residuo Thr242.

MET
C 3'5 PHE 29 d ILE TYR
282 326 322
SER LEU
281
443 SER
H 285
PHE THR PHE
282 241 v 320
MET 0
278

PRO
420

1LE

450 THR

242
- X VAL
. GLN Y L N

245

VAL
446

ek [

245 g G
PHE “IHN N MET
447 454

MET
278

o PHE F 1LE
{ 246 450

TR .
322 F v VaS
238 F F

THR
242
THR

241 PRO

420

Figura 35. Representacdo dos modos de interacdo do composto selecionado ZINC125031 na regido
alostérica com o programa Glide (a) e GOLD (b-c) em duas e trés dimensdes.



102

Nos resultados obtidos com o composto Omegal6616 observamos como
resultado do programa Glide apenas uma ligac&o de hidrogénio aceptora entre a carbonila
do composto e o NH presente na amida do residuo GIn245. Os resultados obtidos pela
simulacdo com o programa GOLD nos indicaram a possibilidade do composto
Omegal6616 realizar trés interacdes com a regido alostérica do canal de célcio. Nas
imagens em trés dimensdes observamos o radical &cido e a carbonila presentes no
composto fazendo, cada um, uma ligacdo de hidrogénio com o NH da amida presente no
residuo GIn245. Nas imagens em duas dimensdes, 0 programa Maestro ainda nos indicou

a possibilidade da amina presente no composto fazer uma adicional ligacdo de hidrogénio

com o residuo GIn245.
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Figura 36.Representagdo dos modos de interagdo do composto selecionado Omegal6616 na regido
alostérica com o programa Glide (a-c) e GOLD (b) em duas e trés dimensoes.

Na visualizagdo dos resultados obtidos para o composto Omegal9776 podemos
observar mais uma vez a importancia da amina secundaria do composto, a qual ambos

programas identificaram uma ligacao de hidrogénio da mesma com a carbonila (presente
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na amida) do residuo GIn245. Além desta interacdo o programa GOLD ainda identificou
a possibilidade do composto em fazer transferéncia de carga entre um dos seus anéis e o
anel benzeno do residuo Phe282, uma ligacdo de hidrogénio do grupamento acido do
composto e o nitrogénio da cadeia principal do residuo 11e450 e uma ligacdo uma ligacéo
de hidrogénio entre o halogénio (atomo de bromo) do composto e a hidroxila fendlica do

residuo Tyr322 (ndo representada nas imagens 2D).
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Figura 37.Representagdo dos modos de interagdo do composto selecionado Omegal9776 na regido
alostérica com o programa Glide (a-c) e GOLD (b-d) em duas e trés dimensoes.

No ultimo composto em analise na regido alostérica, 0 composto Omega26335,
podemos observar mais uma vez a importancia do grupamento acido dos compostos para
as interagdes com os residuos da regido alostérica. No resultado da simulagdo feita com
0 Glide observamos uma ligacéo de hidrogénio entre a hidroxila do radical acido presente
no composto com a hidroxila fendlica do residuo Tyr322 e a carbonila da amida presente
no residuo GIn245. Nos resultados obtidos com o GOLD podemos observar uma

interacdo entre a carbonila do radical &cido com a hidroxila fendlica do residuo Tyr322,
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além de mais duas interacdes, uma ligacdo de hidrogénio entre o grupamento etéxido do
composto e o0 NH da amida presente no residuo GIn245 e uma interacdo cation-pi entre o

anel do composto e o0 anel benzeno do residuo Phe282.
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Figura 38. Representacdo dos modos de interagdo do composto selecionado Omega26335 na regido
alostérica com o programa Glide (a-c) e GOLD (b-d) em duas e trés dimensoes.

Por fim, ainda selecionamos o composto BindingDB28699 proveniente dos
resultados apresentados pelo Glide. Tal composto interage na regido do poro central do
canal de célcio através de trés interagdes. Podemos observar na Figura 39 a ocorréncia de
duas ligacdes de hidrogénio entre a hidroxila e a carbonila presentes no radical acido do
composto com a carbonila da cadeia principal do residuo Thr286 e com a hidroxila
fendlica do composto Tyr453, respectivamente. Ainda observamos uma interagdo pi-pi

entre 0 anel do composto e o anel benzeno presente no residuo Phe287.
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Figura 39.Representagdo dos modos de interacdo do composto selecionado BindingDB28699 na regido do
poro central com o programa Glide (a) em trés dimensdes e (b) em duas.

A representacdo grafica dos compostos selecionados em duas dimensdes
apresentadas na Figura 40, nos permite observar claramente a semelhanca estrutural entre
esses compostos. Os quatro principais elementos que pudemos observar nas imagens dos
resultados de docking como provaveis locais de interagdo nos ligantes estdo presente em
todas as nove estruturas selecionadas. Podemos observar a presenca de um anel aromatico
o qual em alguns resultados relatou a interagdo com anéis dos aminoacidos fenilalanina
presente nas regides alostérica e do poro central. Também observamos a presenca de uma
amina, um éter ou ainda o oxigénio (heterodtomo do anel hidroxi-cromona) situado na
regido central dos compostos, muitas vezes servindo de espacador entre 0s anéis dos
compostos, e sempre com um importante papel de interagir com os residuos Tyr322 e
GIn245 daregido alostérica. Além da importante presenca de um grupamento carboxilico,
as vezes presente na forma idnica, dependendo do pH e do pKa, ja relatada anteriormente
como carater fundamental para a acdo antagonista e ainda a presenca de um elemento

eletronegativo ausente apenas no composto ZINC3876174.

Os compostos selecionados seguem em processo de compra e em seguida serdo
submetidos a ensaios in vitro para a comprovacao da acdo bloqueadora do canal de célcio.
Ap0s a obtencdo dos resultados os candidatos mais promissores serdo responsaveis por
formar o nucleo blogueador do canal de célcio da nossa proposta de pro-farmaco. Dando
continuidade aos nossos estudos, o seguinte passo abordado em nossa pesquisa foi o da
obtencéo dos hits que fardo parte do nicleo modulador da tubulina através dos estudos de

triagem virtual.
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Figura 40. Estruturas planas dos compostos selecionados com potencial atividade bloqueadora do canal de
calcio.

O

4.1.1. Triagem virtual para moduladores da Tubulina a partir de dados reportados

na literatura (Estratégias 2 e 3)

Nossos estudos de VS para moduladores de tubulina tiveram inicio em um extenso
levantamento dos dados reportados no PDB para complexos da subunidade af-tubulina.
Em relacdo aos complexos disponiveis, identificamos 0s que apresentam o ligante
interagindo no sitio da colchicina, e dessa foram, selecionamos para 0s nossos estudos 0s
complexos com codigos PDB ID:402A e 402B. Estes complexos detém resolucdes de
2,5A e 2,3A, respectivamente, e serviram de base para 0s nossos estudos de SBVS, bem

como, seus ligantes BAL27862 e a colchicina foram utilizados nos estudos de LBVS.
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Os ligantes dos dois complexos selecionados, 0 BAL27862 (PDB ID:402A) e a
colchicina (PDB ID:402B), podem ser observados na Figura 41. Estes dois ligantes
interagem no mesmo sitio e ocupam a regido de interface entre as cadeias alfa e beta, mais
precisamente, ocupam as regides S8 (313-320), S9 (351-356), T7 (244-251), H7 (224-
243) e H8 (252-260) em beta e T5 (173-182) em alfa®®, as quais podem ser observadas na
Figura 42.

Figura 41. Representacdo em duas dimensdes dos ligantes colchicina e BAL27862 utilizados como
referéncia para os estudos de similaridade.

Subunidade p |0
A\ »

R =
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Figura 42. Representacdo em Ribbons da interface do sitio da colchicina na regido alfa e beta da tubulina
identificando a alga TS (azul) em a ¢ a alga T7(vermelho), as hélices H7 (verde) e H8 (amarelo) e as folhas
beta S8 (laranja) e S9 (rosa) em f.

A intencdo do uso das duas estruturas deve-se ao fato de que as interacdes com
cada ligante envolvem residuos de aminoéacidos distintos. Podemos observar Figura 43 a
regido de interacdo do BAL27862 (em azul) representada pelos aminoacidos Tyr202,
Val238, Lys352 da cadeia beta e Thrl79 da cadeia alfa, e a regido de interagdo da

colchicina (em vermelho) que interage apenas com os aminoacidos Cys241 e Val1812%,
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Além disso, a sobreposi¢do das estruturas nos revelou uma movimentacdo na alca T7, a
qual j& foi observada em outros estudos que relacionaram a estrutura da tubulina com e
sem ligantes no sitio da colchicina?®2%" ¢ uma alteracdo na rotagdo da Lys352, a qual
podemos observar na estrutura PDB ID 402A, com uma aproximacdo em direcdo ao

ligante. Essas diferencas estruturais podem ser observadas na Figura 44.

Figura 43. Representacdo Ribbons da interface do sitio da colchicina na regido alfa e beta da tubulina no
identificando residuos (vermelho) responsaveis pela interacdo da colchicina (rosa) e os residuos (azul
escuro) responsaveis pela interacdo do ligante BAL27862 (azul claro).

As duas estruturas cristalograficas PDB ID: 402A e 402B passaram por dois
processos de validacdo de docking com os programas Glide e GOLD. Inicialmente foi
realizado um docking utilizando as estruturas cristalograficas e seus inibidores, a fim de
prever se tais simulagfes eram capazes de reproduzir a pose (conformagéo + orientacéo)
cristalogréafica do inibidor de cada complexo, processo chamado de redocking. Os
resultados do redocking podem ser observados na Figura 45 a (BAL27862) e b
(colchicina) obtidos pelo Glide e na Figura 46 a (BAL27862) e b (colchicina) obtidos
pelo GOLD.
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Figura 44. Representacdo em Ribbons da sobreposicéo das estruturas PDB ID402A e 402B onde podemos
observar a movimentagdo da al¢a T7 e do residuo Lys352.

s

Figura 45. Visualizagdo dos resultados de validagdo (redocking): (a) BAL27862 (verde) com o modelo
cristalogréafico PDB 1D:402B e (b) colchicina (verde) com o modelo cristalografico PDB ID: 402A obtidos
pelo programa Glide

Posteriormente, a segunda validacéo realizada nos permitiu avaliar a capacidade
de recuperagdo de ligantes com ICso conhecidos. Avaliamos o desempenho dos
programas quanto a sua eficiéncia/robustez em estudos de triagem virtual. Para tal,
moduladores de tubulina com valores de 1Cso reportados na literatura foram adicionados
a uma pequena base de dados qualquer de moléculas contendo propriedades drug-like, e
avaliamos a capacidade dos programas em recuperar esses ligantes e ordena-los através

da pontuacéo, de forma coerente.

Os resultados de ambas as validacdes foram satisfatorios e podem ser observados
nas Tabela 12 e Tabela 13, as quais apresentam a classificacao da recuperacgéo do ligante
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e o valor de pontuacdo. Tais resultados nos garantiram a confiabilidade na utilizagédo
dessas duas estruturas para os estudos de simula¢6es de docking. Sendo assim, utilizamos
o0 centro do docking em x=17, 336; y=63,576 e z=43,586. Para 0 GOLD foi utilizado uma
esfera de 8 A e para o Glide um grid de 20 A com um grid interno de 6 A.

Figura 46.Visualizacdo dos resultados de validacdo (redocking): (a) BAL27862 (verde) com o modelo
cristalogréafico PDB 1D:402B e (b) colchicina (verde) com o modelo cristalografico PDB I1D: 402A obtidos
pelo programa GOLD.

Tabela 12. Classificacao e valor de pontuagdo dos contaminantes recuperados para 0 modelo cristalogréafico
PDB ID:402A, utilizando o programa Glide e GOLD, respectivamente.

Classificacao Titulo XPGlideScore Classificacao Titulo GOLDScore
9 Indibulin -9.140 3 Indibulin 84362
13 AVE8062 -8.618 8 MN-029 82.390
16 Phenstatin -8.561 19 AVES8062 74.647
31 MN-029 -7.957 29 ABT-751 69.546
36 Nocodazole -71.574 31 Nocodazole 65.890

Tabela 13.Classificacdo e valor de pontuacdo dos contaminantes recuperados para 0 modelo cristalogréafico
PDB ID:402B utilizando o programa Glide e GOLD, respectivamente.

Classificacdo Titulo GOLDScore Classificacdo Titulo XPGlideScore
11 MN-029 72.813 7 Phenstatin 72.813
12 ABT-751 72.576 9 CA-4 72.576
14 Indibulin 72.184 11 MN-029 72.184
17 ZD6126 70.585 12 ABT-751 70.585

27 CA-4 64.628 15 Indibulin 64.628
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Apos validada nossa metodologia para os estudos de SBVS seguimos para a
execucao das Estratégias 2 e 3 de triagem virtual, propriamente ditas. Para a execucao
da Estratégia 2 utilizamos como referéncia nos estudos de similaridade por forma e por
superficie eletrostatica os ligantes dos complexos selecionados. As mesmas bases de
dados utilizadas no estudo do canal de calcio, previamente preparadas, serviram para 0s

estudos de triagem virtual para os candidatos moduladores da tubulina.

Discussao dos resultados obtidos na Estratégia2

O esquema de execucdo da Estratégia 2 pode ser observado na Figura 47 e seré

detalhadamente explicado a seguir.

Para cada base de dados

402A- BAL27862 402B - Colchicina
Base de dados — Milhdes de compostos

ROCS - 5000 Melhores Indices Tanimoto
EON — 2000 Melhores indices Tanimoto

Predicdes ADME/Tox

Simulagoes de Docking Simulagdes de Docking
Glide GOLD Glide GOLD

50 melhores valores de pontuacao + Inspecao visual

w W w w
Unido das bases de dados Unido das bases de dados
Selecdo Final dos compostos coincidentes Selecéo Final dos compostos coincidentes

Figura 47. Representacdo esquematica da Estratégia2 de triagem virtual utilizada para a selecdo de
compostos com potenciais atividades moduladoras da tubulina.

A Estratégia 2 foi iniciada a partir de uma triagem virtual através da similaridade
por forma. Como resultado retivemos os 5000 melhores compostos avaliados pelo indice

Tanimoto. Estes compostos seguiram para a triagem através da similaridade por
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superficie eletrostatica, pela qual, selecionamos os 2000 melhores resultados através do
indice Tanimoto para cada base de dado em estudo. Sendo assim, como foram utilizadas
6 bases de dados, detinhamos para cada ligante referéncia um total de 12000 compostos.

Posteriormente, 0s compostos selecionados tiveram suas propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas preditas pelos programas computacionais QikProp e
DEREK respectivamente. Assim como na Estratégial, os estudos das propriedades
farmacocinéticas foram analisados frente aos descritores: #star, log Pow, log CACO2, log
MDCK, porcentagem de absorcédo oral e qualidade do modelo de absor¢do oral humana.
Os compostos que tiveram alguma sinalizagdo no descritor #star foram rejeitados, assim
como os que tiveram valor de log P ow maior do que 5, log CACO> e log MDCK abaixo
de 500, Porcentagem de Absorcdo Oral abaixo de 80% e Qualidade do modelo de

absorc¢ao oral humana diferente de “alta”.

Na analise das predicdes das propriedades toxicoldgicas, foram rejeitados os
compostos que, apods a predicdo com DEREK, apresentaram algum alerta de toxicidade
segundo Custom Predictions e Lhasa Predictions. Ao fim destas triagens detinhamos um
montante de 3097 compostos sobreviventes as triagens executadas utilizando o ligante
BAL27862 como referéncia e 3193 compostos sobreviventes as triagens executadas com
a colchicina como referéncia. A relacdo de compostos sobreviventes ap6s os estudos de

LBVS, para cada base de dados utilizado, pode ser observado na Tabela 14.

Tabela 14.Relagdo dos compostos sobreviventes em cada base de dado em estudo apds os estudos de LBVS
(Estratégia?)

Base/ Referéncia BAL27862 (PDB ID:402A) Colchicina (PDB ID: 402B)

Drug Data ZINC

186 compostos

233 compostos

ChemBridge Diverset CL

839 compostos

868 compostos

ChemBridge Diverset EXP

991 compostos

788 compostos

FDA BindingDB

109 compostos

102 compostos

MayBridge

590 compostos

605 compostos

Naturals ZINC

382 compostos

597 compostos

TOTAL

3097 compostos

3193 compostos
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Por fim, os compostos sobreviventes de cada base de dado foram utilizados para
o desenvolvimento de propostas de interacdes atraves de simulagdes de docking com os
programas Glide e GOLD. Para cada base de dados separamos os 50 compostos com
maiores valores de pontuacéo e as propostas dos modos de interacdo foram analisadas
através de uma inspecao. Foram priorizados 0os compostos que demonstraram uma ou
mais possibilidades de interacdes com residuos descritos na literatura. As bases de dados

foram unidas, e assim obtivemos o montante de:

e 34 compostos para a estrutura 402A utilizando o programa GOLD;
e 78 compostos para a estrutura 402A utilizando o programa Glide;
e 55 compostos para a estrutura 402B utilizando o programa GOLD;

e 99 compostos para a estrutura 402B utilizando o programa Glide.

Os resultados obtidos em cada um dos programas para cada uma das duas
simulacbes executadas (na estrutura PDB ID:402A e PDB ID: 402B) foram
confrontados. Dessa forma, mais uma triagem foi executada, pela qual foram
selecionados 0s compostos em que nas propostas dos modos de interacdo apresentaram
uma ou mais interagfes com os residuos descritos na literatura nas simulagdes com ambos
programas, isto €, que apresentaram resultados coincidentes nas simulagées feitas com o

Glide e com 0 GOLD e estes compostos passaram ainda por mais uma selecao.

Por fim, para compor os Hits obtidos na Estratégia 2 analisamos a semelhanca
no posicionamento dos compostos coincidentes frente ao sitio de interacdo, e o final,
selecionamos 10 compostos para cada uma das estruturas em estudo como melhores
indicativos de modulacdo da tubulina. Os resultados estdo apresentados nas Figura 48,
representando os modos de interagdo dos compostos com residuos da interface of-
tubulina com a estrutura PDB ID: 402A, e na Figura 49 com uma representacdo em duas
dimens@es e da mesma forma para as Figura 50 e Figura 51 para os estudos na estrutura
PDB ID: 402B, além do RMSD (desvio médio quadratico) referente a sobreposi¢cdo dos

compostos e a maxima diferenca entre 4tomos.
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a - Omegad4212

LYS 352

RMSD =1,2120 RMSD =1,3732
Maéxima diferenga entre atomos = 5,4229 Maxima diferenca entre atomos = 3,9267

¢ - ZINC00001898

d - Omega20188

LYS 352

RMSD =2,0115 RMSD =5,9161
Méxima diferenca entre 4&tomos = 4,9455 Méxima diferenga entre &tomos = 11,5357

e - Omegal6479 f - Omegal0096

RMSD =9,2450 RMSD = 1,6335
Maxima diferenca entre atomos = 17,2406 Maxima diferenca entre &tomos = 4,6337
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~9-ZINC19632912 h - ZINC16601259

A\

RMSD = 1,4942 RMSD =1,3771
Méxima diferenga entre atomos = 3,8767 Maxima diferenca entre dtomos = 4.7102
i - ZINC13537284 j - ZINC06197825

B : \ LEU 248

RMSD =1.1676 RMSD =0,8201
Méxima diferenca entre &tomos = 2.0879 Méxima diferenga entre atomos = 3.0769

Figura 48. Representagdo dos modos de interagdo dos compostos selecionados na interface af-tubulina com
a estrutura PDB 1D:402A e os valores de RMSD e méxima diferenga entre atomos. Em vermelho os
resultados obtidos com as simulagdes de docking com 0 GOLD e em azul com o Glide.
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Figura 49. Representacdo em duas dimensdes dos compostos selecionados através dos estudos de docking
na estrutura PDB ID: 402A.
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a - Omega5315 b - Omega35671

s

RMSD =1, 2799 RMSD =1, 6839

Méaxima diferenca entre atomos = 2,3884 Maxima diferenga entre atomos = 3,6742

c - Omega3464 d - ZINC85875395

Lys 352
>4

RMSD = 0,6157 RMSD =0,6910
Maxima diferenga entre atomos = 1,2081 Maxima diferenca entre atomos = 1,5873
e - ZINC02150935 f-ZINC02150811

RMSD =0,9839 RMSD = 0,9537
Maxima diferenca entre atomos = 3,6419 Méaxima diferenca entre 4&tomos = 3,6397
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g - BindingDB50410522 h - BindingDB50341448

[ E ] . 1 —
RMSD =0,5102 RMSD =1,1632
Méxima diferenca entre atomos = 1,1816 Méxima diferenca entre 4tomos = 3,3818
i - BindingDB50035218 j - BindingDB26263

\/ ASN 258

RMSD = 1,0315 RMSD =1,0477
Maxima diferenca entre atomos = 2,7825 Méxima diferenca entre 4tomos = 3,0943

Figura 50.Representacdo dos modos de interagdo dos compostos selecionados na interface of3-tubulina com
aestrutura PDB 1D:402B. Em vermelho os resultados obtidos com as simulag@es de docking com o GOLD
e em azul com o Glide.
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Figura 51.Representacdo em duas dimensBes dos compostos selecionados através dos estudos de docking
na estrutura PDB ID: 402B

As imagens em trés dimensdes (projetadas no plano) das sobreposicdes dos
resultados obtidos nas simulacbes do Glide e GOLD nos permitem observar a
semelhanca entre o posicionamento dos ligantes. Na maioria das imagens podemos
observar alteracbes muito pequenas entre os resultados dos programas, com RMSD

proximos a 1, variando pouco a orientagédo dos ligantes. Em outros casos, em que 0o RMSD
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€ um pouco mais elevado podemos observar ou um deslocamento na pose dos ligantes ou
uma variagdo no posicionamento nas cadeias substituintes, o que ndo afeta na qualidade
dos resultados, visto que os grupamentos importantes para a ocorréncia de interagoes

situam-se na mesma regido.

Por outro lado, as pequenas variagdes no posicionamento das cadeias substituintes
observadas na sobreposicdo dos resultados demonstram dados interessantes. Em alguns
casos, pequenas rotacGes permitiram a interacdo com distintos residuos de aminoacidos,
e em outros casos observamos a auséncia de interacao, dados que poderéo ser explorados

em novas propostas de candidatos a moduladores da tubulina.

Discussao dos resultados obtidos na Estratégia 3

Ainda em relagdo a triagem virtual de compostos com potenciais caracteristicas
de modulacdo da tubulina baseados nos dados presentes na literatura, executamos mais
uma estratégia nomeada de Estratégia 3. Tal estratégia, foi adotada na tentativa de
explorarmos uma maior diversidade de compostos, ndo nos referenciando pelos ligantes
cristalograficos anteriormente utilizados na Estratégia 2. Dessa forma, eliminamos os
estudos de LBVS para a Estratégia 3, a qual teve o ponto de partida uma triagem virtual
direta feita por simulacdes docking utilizando somente o programa GOLD e a estrutura
do modelo cristalografico PDB ID:402A.

Devido ao maior desprendimento computacional da Estratégia 3, partimos de um
namero reduzido de compostos iniciais, utilizando apenas 3 bases de dados (ChemBridge
Diverset EXP, ChemBridge Diverset CL e ZINC subdivisdo de produtos naturais). Apos
os estudos de simulac@es de docking, os 100 melhores resultados de pontuacéo para cada
base de dados seguiram para os estudos de predi¢Bes das propriedades farmacocinéticas
e toxicoldgicas utilizando novamente os programas QikProp e DEREK respectivamente,
e assim como foram feitas nas estratégias anteriores, adotamos 0s mesmos critérios. Por
fim, a selecdo final dos compostos foi feita através de uma inspecgéo visual comparativa
das propostas de interagbes obtidas nos resultados de docking dos compostos
sobreviventes com a pose cristalografica do ligante do complexo PDB ID: 402A. Um

esquema grafico da Estratégia3 pode ser observado na Figura 52.
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3 Bases de dados — Centenas de milhares de compostos

Simulac@es de docking — PDB ID:402A (selecdo dos 100 melhores resultados de escore)

PredicGes Farmacocinéticas e Toxicologicas

Inspecéo visual dos modos de interacdo propostos nas simulagdes de docking

Hits
Figura 52. Representacdo esquematica da Estratégia3 de triagem virtual utilizada para a selegdo de
compostos com potenciais atividades moduladoras da tubulina.

Como descrito anteriormente detinhamos 300 compostos ao fim das simulacdes
de docking. Estes compostos foram novamente triados a partir dos resultados obtidos nas
predigdes das propriedades ADME/Tox, e ao final destas etapas, nimero de sobreviventes
foram reduzidos a 45 compostos. A relacdo entre 0s compostos “sobreviventes” ¢ as bases

de dados utilizados nesse estudo pode ser observada na Tabela 15.

Tabela 15. Relagdo dos compostos sobreviventes em cada base de dados em estudo ap6s as duas triagens
executadas na Estratégia3.

Base/ Referéncia BAL27862 (PDB ID:402A)
ChemBridge Diverset CL 26 compostos
ChemBridge Diverset EXP 14 compostos
Naturals ZINC 5 compostos
TOTAL 45 compostos

Os 45 compostos sobreviventes foram analisados quanto ao posicionamento
similar ao ligante BAL27862 na interface af-tubulina, e dessa forma, reduzimos o
nimero destes compostos para 30. Por fim, estes 30 compostos pré-selecionados
passaram por mais uma inspe¢édo visual levando em consideragdo a possibilidade de
ocorréncia de interacGes entre estes compostos e os residuos da regido, dando uma maior
importancia, quando existentes, as interagdes com os residuos descritos na literatura
responsaveis pela interagdo do BAL27862 com a tubulina. Ao final, foram selecionamos
10 hits.
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Podemos observar a estrutura em trés dimensdes dos 10 hits selecionados na
Figura 53, bem como, as propostas de interagdes obtidas nas simulagdes de docking com
0 programa GOLD. Ainda foi feita uma anélise do modo de interagdo dos 3 principais
compostos dessa selecdo em 3D e em 2D, identificando as interacGes ocorridas nas Figura
54, Figura 55 e Figura 56. Por fim, para uma melhor visualizacao das estruturas dos hits
selecionados na Estratégia3 é possivel observar as mesmas em duas dimensdes na Figura
57.

b - Omega335

|
Lys 352
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e - Omega2918 f- Omegal519

Figura 53.Representacdo dos modos de interagdo dos compostos selecionados na Estratégia3 com a
interface af-tubulina na estrutura PDB ID:402A. Em verde, o ligante cristalografico BAL27862 e em
laranja o resultado apresentado pelo GOLD.
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De acordo com as propostas de poses obtidas através das simulacdes de docking
podemos observar a ocorréncia de 4 interacGes entre 0o composto Omega2918 e a interface
ap-tubulina. Podemos observar uma ligagdo de hidrogénio entre o nitrogénio da amida
do composto com a carboxila da cadeia principal do aminoacido Thr179 situado na cadeia
alfa da tubulina, 0 mesmo relatado no complexo PDB ID: 402A. Também podemos
observar trés interacGes ocorrendo entre o anel e os &tomos do anel benzoimidazol. Duas
ligagBes de hidrogénio entre o &tomo de nitrogénio presente no anel benzoimidazol com
as carbonilas das cadeias principais dos residuos GIn247 e Leu248 e uma transferéncia

de carga entre o anel benzoimidazol e a amina da Lys254.
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Figura 54.Representacdo em trés e em duas dimensfes (esquematica) das propostas de interagdes obtidas
em estudos de docking do composto Omega2918 com a regido af-tubulina.

A avaliacdo do modo de interacdo proposto atraves dos estudos de docking do
composto Omegal933 com a regido de interface af-tubulina nos permite observar a
presenca de cinco interacfes, sendo trés ligacdes de hidrogénio ocorrendo entre a
hidroxila fendlica do composto e as carbonilas das cadeias principais dos aminoacidos
Leu255 e Asn249 e a amina da cadeia lateral do residuo Lys254. Também observamos a
importancia dos nitrogénios presentes na estrutura do composto ao analisarmos a
ocorréncia de mais duas ligagdes de hidrogénio entre 0 composto e as carbonilas das
cadeias principais dos aminoacidos Thr179 da cadeia a-tubulina (relatado no complexo
PDB ID:402A) e a Leu255 da cadeia B-tubulina.

Por fim, ao analisarmos as propostas dos modos de interacdo entre 0 composto

Omega3815 e a tubulina observamos a presenca de duas interacdes. Uma ligacdo de
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hidrogénio entre a carbonila do grupamento éster do composto e a amina da cadeia
principal do residuo Vall81, relatada na literatura por ser um importante aminoacido
presente na interagdo da colchicina com a tubulina e também uma ligacéo de hidrogénio
observada entre o nitrogénio do anel pirazol do composto e a amina presente no residuo
Lys254 da cadeia B-tubulina.

8351

VAL AS
A 181, 8:349 8:350

Figura 55.Representacdo em trés e em duas dimensdes das propostas de interacdes obtidas em estudos de
docking do composto Omegal933 com a regido af-tubulina.
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Figura 56.Representacdo em trés e em duas dimensfes das propostas de interagdes obtidas em estudos de
docking do composto Omega3815 com a regido off-tubulina.
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Figura 57. Representacdo em duas dimensdes dos 10 hits selecionados através da Estratégia3.

Ao término das duas Estratégias (2 e 3) para selecdo de compostos moduladores

da tubulina, obtemos o0 montante de 30 compostos que seguem em processo de compra.
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Futuramente estes compostos passardo por ensaios in vitro para assim terem suas
atividades moduladoras da tubulina comprovadas e finalmente selecionarmos os
compostos que irdo compor o nlcleo modulador da tubulina da nossa proposta final de

pré-farmaco.

4.2 Tarefa2

4.2.1. Estudo relagéo estrutura atividade dos compostos PDJs e FCT

Como descrito anteriormente nosso grupo de sintese propds, sintetizou e realizou
ensaios in vitro (através de colaboradores do nosso projeto) de 8 compostos (Figura 58)
planejados para o tratamento da leishmaniose e do cancer. Em colaboracdo com o
Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) foram realizados os testes em dose-
resposta contra T. cruzi e Leishmania (ambos em amastigotas intracelulares) em 2
experimentos independentes. Ja os ensaios para cancer foram realizados por outros

colaboradores de nosso projeto.

PDJ15 PDJ16 PDJ17
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Figura 58. Representacdo das estruturas em duas dimensfes dos compostos planejados por nossa equipe de
sintese.
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Os ensaios leishmanicidas foram realizados a partir de uma analise automatizada
por programa. O ensaio realizado foi a partir do método descrito por Siqueira-Neto®® e
colaboradores, 2012, modificado. Resumidamente, as linhagens celulares de macrofagos
THP-1 foram semeadas em placas de 384 pogos em RPMI meio completo e diferenciado
com PMA durante 48 h. Em seguida, a infec¢cdo por L. chagasi foi realizada através da
adicdo de uma cultura de promastigotas enriquecido-metaciclica. Ap6s 24 horas, 0s
compostos foram diluidos em série por um fator de dois, e adicionada as placas, a partir
de 100 uM (concentracdo final). O veiculo (0,5% DMSO) foi adicionado como controle
negativo, e 10 uM anfotericina B como controle positivo, e incubou-se durante mais 48

h. As placas foram fixadas com PFA 4% e coradas com Drag 5.

A andlise das placas ocorreu através da utilizacao da plataforma, Opereta perante
a qual obtivemos a analise quantificada do nimero de células hospedeiras, a propor¢édo
de células infectadas (razdo de infeccdo) e o nimero médio de parasitas por célula
infectada. A atividade do composto foi medida como uma reducgéo da razdo de infeccao,
e normalizados para os controles. Assim, a atividade refere-se normalizados para a

percentagem de reducdo de infeccdo pelo composto em comparacdo com o0s controles.

A taxa de infeccdo normalizada esta expressa em porcentagem (%), sendo esta, 0
oposto da atividade e também foram obtidos os valores de média de atividade maxima
(Mean Max. Activ) em replicatas (R1 e R2). Segundo nossos colaboradores estes
parametros sdo de importante andlise, visto que, para estes parasitas é desejado um
composto com alta eficacia e baixo ECsq.

Os resultados apresentados pelos nossos colaboradores se encontram nos Anexo
3 e Anexo 4 e 0s mesmos nos indicaram que de maneira geral todos os compostos se
mostraram pouco ativos e seletivos, com exce¢do do composto PDJ26 que apresentou

atividade moderada.

Em relacdo aos estudos biologicos realizados pelos nossos colaboradores, 0s
mesmos compostos foram analisados perante a atividade antineoplasica em linhagens de
células GBM C6 (glioblastoma multiforme) pelo método de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), descrito por Mosmann em
19832%, Tal método consiste em um ensaio colorimétrico baseado na viabilidade celular
através da reducgdo do sal tetrazolium MTT a formazan. O resultado da reducgdo é uma

mudanca de cor do sal amarelo tetrazolium para cristais de formazan azuis/purpura por
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células com mitocdndrias metabolicamente ativas. Este ensaio tem o objetivo de testar a
atividade bioldgica de um composto avaliando a sua capacidade de inibir o crescimento

de células tumorais.

A linhagem de GBM C6 foi cultivada em placa Elisa de 96 pogos e mantidas em
meio DMEM (pH 7,4) contendo antibidticos penicilina/streptomicina 0,5 U/ml, e
suplementadas com 5% de soro fetal bovino, e mantidas 24 horas em incubadora a 37°C,
com 95% de umidade relativa e 5% de CO2. Apds a confluéncia das células, as células
foram tratadas com as concentracgdes 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 e 10 uM dos compostos 15, 16, 17,
FCT1, 26, 27, 28 e 29 e, depois de 24 horas, foi lavada com tampéo fosfato (PBS), foi-se
adicionado 90 puL de meio de cultivo e 10 pL do reagente de MTT (5 mg/ml) e, esperado
2 horas do periodo de incubacdo. A absorbancia, que é diretamente proporcional a

viabilidade celular, foi medida em espectrofotémetro a 570-630 nm.

Como resultado, nossos colaboradores evidenciaram a que todos 0os compostos em analise foram capazes
em analise foram capazes de inibir o crescimento celular, indicando os compostos PDJ26, PDJ27 e PDJ29
PDJ27 e PDJ29 como os mais promissores. Os graficos obtidos como resultados de nossos colaboradores
nossos colaboradores podem ser observados no

Anexo 5.

Perante aos resultados dos ensaios bioldgicos, divulgados por nossos
colaboradores referentes as atividades leishmanicida e antineoplasica, dos compostos
sintetizados por nossa equipe de sintese desenvolvemos a Tarefa 2 de nosso trabalho. Tal
tarefa, baseia-se no entendimento dos modos de interacdo destes compostos com o alvo
macromolecular, para o qual o mesmo foi planejado (tubulina), para assim, tentarmos
racionalizar os resultados obtidos. Sendo assim, foram feitas, e posteriormente analisadas,
simulagdes de docking com os compostos PDJ15, PDJ16, PDJ17, FCT1, PDJ26,
PDJ27, PDJ28 e PDJ29, frente a estrutura da tubulina PDB 1D:402A.

Os resultados das simulac6es de docking nos possibilitou fazer a correlacéo destes
com os resultados experimentais. Como relatado anteriormente, todos 0s compostos em
analise tiveram valores expressivos de atividade antineoplasica e ao analisar os resultados
de pontuacédo de docking relatados na Tabela 16 junto aos valores de ICso, 0bservamos
que os valores obtidos entre 0s compostos sdo proximos, tanto para as simulagdes com o
Glide quanto para o0 GOLD, indicando que 0s compostos possuem uma capacidade de

interacdo similar com a tubulina, reproduzindo dessa forma os resultados obtidos
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experimentalmente. Vale ressaltar novamente, que os programas de docking néo
apresentam dificuldades em gerar poses confiaveis, porém a pontuagéo € teorica e tenta

reproduzir a realidade?°.

Tabela 16. Resultados de pontuacéo obtidos através das simulagdes de docking pelos programas Glide (XP
GlideScore) e GOLD (GOLD ChemPLP) e ICs.

Composto | XP GlideScore GOLD ChemPLP ICso(1UM)

BAL27862 -13.619 105.198 1.4%(?%)

Colchicina -8.628 80.120 1.4%(%%)
PDJ29 -7.965 79.521 12.05
PDJ26 -7.878 79.618 16.91
PDJ27 -6.954 62.751 18.21
PDJ16 -8.689 89.231 18.43
PDJ28 -5.709 73.504 27.00
PDJ17 -7.690 90.024 27.14
PDJ15 -7.999 77.451 38.12
FCT1 -8.115 73.100 38.83

*Valores de inibicdo enzimética.

Além da anélise dos valores da funcdo de pontuacdo, fizemos a avaliacdo dos
modos de interacdo dos compostos com menores valores de 1Csg, a qual demos maior
importancia em nosso estudo. Fizemos a sobreposicdo dos resultados com as poses dos
ligantes cristalograficos das estruturas PDB ID: 402A (BAL27862). Dessa forma, foi
possivel observar que os compostos em analise foram posicionados semelhantemente aos
ligantes cristalograficos, principalmente o anel benzoimidazol, presente tanto nos
compostos em analise quanto no BAL27862, porém notamos intera¢cbes com residuos de

aminoacidos distintos.

Podemos observar na Figura 59 a sobreposi¢cdo do resultado de docking, do
composto PDJ26 em amarelo obtido na simulagdo feita pelo Glide (esquerda) e GOLD
(direita) com o ligante cristalografico BAL27862 da estrutura PDB ID:402A,
representado em ciano. Nesta sobreposi¢do observamos o posicionamento do anel
benzoimidazol, de ambos ligantes, na mesma regido, além do anel triazol proximamente
a uma regido que se encontra uma amina presente nas estruturas do BAL27862. O
posicionamento adotado pelo Glide demonstra a possibilidade de ocorréncia de duas

ligagBes de hidrogénio entre a carbonila presente no PDJ26 e os residuos Lys254 da
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cadeia B-tubulina ¢ o residuo Ans101 da cadeia a-tubulina. Estas duas interagdes nédo
estdo presentes no resultado obtido pelo programa GOLD, porém tal simulagdo nos
atentou para a possibilidade deste composto fazer quatro importantes interagdes. Uma
melhor acomodacdo do anel cloro-benzeno possibilita a0 mesmo a formacdo de uma
interacdo halogénica com o residuo Tyr224 e duas transferéncias de carga entre o sistema
aromatico cloro benzeno e as lisinas Lys254 e Lys352, sendo esta Gltima também
observada na interagéo do ligante BAL27862. Por fim, um pequeno deslocamento do anel
benzoimidazol o aproximou da Val315, possibilitando a ocorréncia de mais uma ligacao

de hidrogénio.

Figura 59. Visualizacdo da sobreposicéo do ligante cristalografico Bal27862 (ciano) do resultado da pose
de docking gerada para o composto PDJ26 (amarelo) obtidas nas simulagfes dos programas Glide e
GOLD, respectivamente.

Nos resultados obtidos para o composto PDJ27, representados na Figura 60,
observamos novamente que os dois programas posicionaram o anel benzoimidazol do
composto na mesma regido que se encontra o anel benzoimidazol do ligante
cristalogréafico Bal27862. O Glide posicionou este anel exatamente na mesma posi¢éo
gue observamos na pose cristalografica, porém como visto anteriormente, um pequeno
deslocamento do anel sugerido pelo GOLD posiciona o ligante mais proximamente a
cadeia lateral da Val315 possibilitando a ocorréncia de uma ligagéo de hidrogénio entre

os dois.

Notamos a importancia de um sistema apolar como o anel trimetoxifenil e a
carbonila, ambos presentes no composto PDJ27, na regido de interface afp-tubulina

devido a quantidade de residuos polares na regido. O posicionamento do anel e da
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carbonila, do referido composto, sugeridos pelo Glide possibilita 0 mesmo fazer quatro
interacdes de hidrogénio na regido. As duas interacdes de hidrogénio que ocorrem por
meio das metoxilas envolvem o oxigénio etoxido do composto e o hidrogénio do
grupamento amidico presentes dos residuos Ans249 e GInll e as duas interacdes de
hidrogénio que envolvem a carbonila do composto ocorrem entre 0 &tomo de oxigénio
(do composto) e o hidrogénio amidico do residuo Ans101 e o hidrogénio da amina
presente no residuo Lys254. O posicionamento do GOLD foi menos favoravel a
ocorréncia de ligagcdes na regido, indicando somente duas ligagcdes de hidrogénio. Uma
entre 0 oxigénio de uma das metoxilas presentes no anel trimetoxibenzeno e o hidrogenoi
amidico presente no residuo Ans101 e outra entre o hidrogénio do anel pirimidina e a
carbonila da cadeia principal do residuo Val315.
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Figura 60.Visualizacdo da sobreposicdo do ligante cristalografico Bal27862 (ciano) do resultado da pose
de docking gerada para o composto PDJ27 (amarelo) obtidas nas simula¢fes dos programas Glide e
GOLD, respectivamente.

Por fim, a Gltima avaliacdo feita para as propostas dos modos de interacdo dos trés
compostos mais promissores de nossa equipe de sintese foi para o composto PDJ29,
observado na Figura 61. Mais uma vez observamos a coeréncia dos programas em
posicionar 0s compostos, quando observamos a sobreposicdo destes resultados com o
ligante cristalografico Bal27862. Podemos observar o posicionamento dos anéis
benzoimidazéis do PDJ29 e Bal27862 na mesma regido, e notamos no resultado do Glide
0 posicionamento ainda mais proximo. Além dos anéis podemos notar que 0s programas
também direcionaram 0 composto pela mesma regido ocupada pelo Bal27862
posicionando o anel triazol do PDJ29 na mesma regido que observamos uma amina no

ligante cristalografico.
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A principal diferenca entre os resultados obtidos pelo Glide e GOLD foi a
localizagéo da carbonila presente no PDJ29. O Glide posicionou a mesma em dire¢ao
aos residuos polares Lys254 e Asn101 possibilitando a interacdo destes através de
ligacGes de hidrogénio, ja 0 GOLD posicionou tal carbonila similar ao direcionamento
da amina primaria do ligante cristalografico possibilitando uma ligacdo de hidrogénio
entre 0s mesmos e 0 nitrogénio da amina presente no residuo Lys352. Além desta
interacdo o posicionamento sugerido pelo GOLD possibilita uma adicional transferéncia

de carga entre o anel aromatico do PDJ29 e a amina do residuo Lys254.

Figura 61.Visualizacdo da sobreposicdo do ligante cristalografico Bal27862 (ciano) do resultado da pose
de docking gerada para o composto PDJ29 (amarelo) obtidas nas simula¢fes dos programas Glide e
GOLD, respectivamente.

Apds a analise das propostas dos modos de interacdo, foi possivel observar como
0S compostos estavam interagindo com os residuos presentes no sitio de interacdo da
colchicina. Observamos uma coeréncia nos posicionamentos dos resultados que os dois
programas utilizados adotaram, além de notar a forte influéncia da regido da interface of3-
tubulina com grande quantidade de residuos polares, influenciando nas interacdes com
uma das terminagdes dos compostos de nossa equipe de sintese. Tal informacdo sera
relevante para as proximas propostas de novas bibliotecas ou de substituicdes nos

compostos em estudo.

A carbonila e o anel triazol de nossos compostos contribuiram em algumas
simulacbes de menor pontuacdo que ndo foram demonstradas em figuras, porém
destacamos a importancia dos mesmos nestas propostas por estarem posicionados em um
ambiente que contém residuos de asparagina, lisina e glutamina. Por fim, notamos

também que o anel benzoimidazol dos nossos compostos, em algumas simulagdes, foi
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passivel de interacdes, porém as hipdteses geradas nas simulag¢fes o posicionou na mesma
regido que o mesmo anel do composto BAL 27862, uma regido que ndo proporciona
muitas possibilidades de interagdo.

Sendo assim, como as propostas de poses obtidas pelas simulagdes de docking
geraram resultados condizentes, as mesmas serviram de ponto de partida para mais uma
selecdo de inibidores com potenciais propriedades moduladoras da tubulina
(Estratégia4d).

4.2.2. Triagem virtual de moduladores da tubulina a partir de dados experimentais
(Estratégia4)

Para o desenvolvimento da Estratégia4, selecionados, a pose com maior valor de
pontuacdo, obtida nos estudos prévios de docking, dos trés compostos com melhor
resultado de 1Cso em ensaios biolégicos (PDJ26, PDJ27 e PDJ29) como referéncia para

mais uma sequéncia de triagem virtual, a qual pode ser observada na Figura 62.

As mesmas bases de dados, outrora utilizadas, serviram novamente como ponto
de partida para nossos estudos de triagem virtual. Os compostos PDJ26, PDJ27 e PDJ29,
com sua conformacdo determinada nos estudos de docking, serviram de referéncia para
os estudos de similaridade por forma (efetuado através do programa ROCS), o qual foram
selecionados os 5000 melhores compostos analisados através do indice Tanimoto. Os
resultados do ROCS serviram de entrada para a triagem feita através da similaridade por
superficie eletrostatica (efetuada através do programa EON), pela qual foram
selecionados os 2000 melhores compostos analisados através do indice Tanimoto. Estes
compostos selecionados passaram por mais duas triagens, as quais analisaram as
propriedades farmacocinéticas (QikProp) e toxicoldgicas (DEREK) dos compostos
sobreviventes. Apos efetuadas estas triagens a relagdo de compostos sobreviventes por

base de dado pode ser observado na Tabela 17.
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Figura 62. Esquema representativo da sequéncia de triagem virtual nomeada como Estratégia4

Tabela 17. Relagéo dos compostos sobreviventes em cada base de dado em estudo apds os estudos de LBVS
(Estratégia4)

Base/ Referéncia

PDJ26

PDJ27

PDJ29

Drug Data ZINC

98 compostos

121 compostos

96 compostos

ChemBridge Diverset CL

667 compostos

643 compostos

710 compostos

ChemBridge Diverset EXP

690 compostos

697 compostos

716 compostos

FDA BindingDB

67 compostos

63 compostos

67 compostos

MayBridge

339 compostos

283 compostos

335 compostos




136

Naturals ZINC 504 compostos 509 compostos 509 compostos

Os compostos sobreviventes de cada base de dado tiveram seus modos de
interacOes propostos através de simulagbes de docking com os programas Glide e GOLD.
Foram selecionados em cada uma das simulag¢des os 50 melhores compostos para cada
base de dado, avaliados através dos valores de pontuacdo. Os resultados obtidos pelos
dois programas foram comparados e 0s compostos coincidentes tiveram seus modos de
interacdo avaliados atraves de uma inspecdo visual, dessa forma, selecionamos para cada
um dos ligantes utilizados como referéncia (PDJ26, PDJ27 e PDJ29) dez compostos,
somando ao cabo, um montante de 30 compostos que serdo comprados e submetidos a

ensaios in vitro para a comprovacao da atividade moduladora da tubulina.

Os modos de interagdo dos compostos selecionados nos trés estudos triagem virtual
realizados na Estratégia 4 podem ser observados nas Figura 64 e Figura 65. Nestas
figuras podemos observar os residuos de aminoacidos que as simulacdes sugerem como
possiveis pontos de interagdes dos compostos com a interface af-tubulina. Também
podemos observar a coeréncia entre os resultados obtidos nas simulacfes executadas
pelos programas Glide e GOLD, as quais posicionaram as estruturas basicamente na
mesma regido, alterando em alguns casos as extremidades dos compostos, que de certa
forma é uma informacdo muito valiosa, pois a partir delas foi possivel observar que
pequenas modificacbes conformacionais podem abranger na mesma regido diferentes
residuos. Os mesmos compostos selecionados podem ser observados em duas dimensfes

nas Figura 66,Figura 67 e Figura 68.
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i - ZINC01542392 j - ZINC01448071

[

RMSD = 2,6289 RMSD = 3,0038
Méxima diferenga entre atomos = 7,0572 Maxima diferenca entre atomos = 7,8060

Figura 63.Representacdo dos modos de interacdo dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando
como referéncia nos estudos de similaridade o composto PDJ26 na interface af-tubulina com a estrutura
PDB ID:402A. Em vermelho os resultados obtidos com as simula¢des de docking com 0 GOLD e em azul
com o Glide.
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RMSD = 0,6559 RMSD = 2,0864
Maxima diferenca entre atomos = 1,9599 Maxima diferenca entre atomos = 4,1725

Figura 64. Representacdo dos modos de interacdo dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando
como referéncia nos estudos de similaridade o composto PDJ27 na interface af-tubulina com a estrutura
PDB ID:402A. Em vermelho os resultados obtidos com as simulac¢des de docking com 0 GOLD e em azul
com o Glide.
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Figura 65. Representacdo dos modos de interacdo dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando
como referéncia nos estudos de similaridade o composto PDJ29 na interface af-tubulina com a estrutura
PDB ID:402A. Em vermelho os resultados obtidos com simulagdes de docking com o0 GOLD e em azul
com o Glide.

A andlise da sobreposi¢cdo dos resultados obtidos na Estratégia4 nos permite
visualizar que que os dois programas coincidiram na maioria dos casos 0 posicionamento
dos ligantes. Em alguns casos podemos observar um RMSD abaixo de 1 na sobreposi¢édo
dos compostos, 0 que significa que simulacdes com distintos programas geraram

praticamente o0 mesmo resultado.

Em outros casos, por se tratar de ligantes mais extensos e com maior liberdade
conformacional os dois programas variaram em seus resultados. Observamos nestes
resultados um RMSD mais elevado, porém os ligantes foram docados na mesma regido,
e os grupos funcionais, responsaveis pelas interacdes, estdo na maioria das vezes muito
préoximos. Estes dados serdo de grande utilidade ap6s os ensaios in vitro destes

compostos, podendo ser utilizados em futuras propostas de otimizacéao.
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ZINC01448071

Figura 66. Representacdo em 2D dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando como referéncia
nos estudos de similaridade o composto PDJ26

Omegal8650 Omega49400 Omega43056

o
o S 7 \y
N 0 | . N>/\N
0 ;\< ™~ \N//H
N'}_/ 1 < = & | i o
N Mg

Omega24781 Omega22396 Omega49031

\? N Q/ L/ /O%M/\O
- :
\,_< A N
W 0, — "
| .
)




144

Omega44171 ZINC15729363 BindingDB50131429

"o Wy g
© T

BindingDB50331515

o
W,
N O/©:o

Figura 67. Representacdo em 2D dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando como referéncia
nos estudos de similaridade o composto PDJ27
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ZINC09659924 ZINC04184804 Omega38682

BindingDB50131429
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Figura 68. Representacdo em 2D dos compostos selecionados na Estratégia4 utilizando como referéncia
nos estudos de similaridade o composto PDJ29

Por fim, as trés estratégias desenvolvidas para triagem de compostos promissores
a modulacdo da tubulina nos possibilitou a selecdo de 60 compostos. Ao final, ao
analisarmos 0s compostos em conjunto, observamos que 0s resultados para compostos
BindingDB 50131429 foram coincidentes com os obtidos a partir da Estratégia4 para 0s
estudos que utilizamos como referéncia os compostos PDJ27 e PDJ29. Também foram
observados mais trés resultados coincidentes entre as simulagdes ocorridas: do composto
ZINC01542392, Omega20058 e Omega22934 nas triagens executadas com os ligantes
PDJ26 e PDJ29, e mais uma, do composto ZINC13537284 resultado coincidente entre

os estudos da Estratégia3 e 4 utilizando como referéncia o ligante BAL27862 e 0 PDJ26.

Sendo assim, 0s 55 compostos selecionados como resultados mais promissores a
candidatos a moduladores da tubulina seguem em processo de compra e posteriormente
terdo suas atividades comprovadas em ensaios in vitro. Os compostos com melhores
resultados nos ensaios in vitro serdo avaliados quanto a possibilidade de sintese junto a
lisina acetilada e aos compostos selecionados como candidatos a bloqueadores do canal
de calcio, para assim finalizarmos junto a todos os colaboradores deste projeto a nossa

proposta final de pro-farmaco trifuncional.
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5. Conclusdes e Perspectivas Futuras

5.1.Referentes a Tarefal(Estratégial)

Apesar de ndo existirem estruturas cristalograficas de canal de calcio do tipo-L
em banco de dados de proteinas, um modelo de Cay 1.2 foi construido por modelagem
comparativa (ou modelagem por homologia estrutural). A confiabilidade do modelo
gerado, bem como a garantia de resultados plausiveis em simulacdes de docking, ficou

evidente ap6s o mesmo ser submetido a estudos de avaliacéo e validacéo.

Em posse de um modelo de Cay 1.2 e dos resultados dos estudos de triagem virtual
utilizando técnicas de LBDD, pudemos simular como os ligantes selecionados se
posicionariam e interagiriam frente ao poro central e ao sitio alostérico do canal. A partir
dos modos de interagdes propostos nos estudos de docking, selecionamos 9 compostos
com potenciais atividades blogueadoras do canal de célcio. Estes compostos foram
comprados e estdo sendo testados in vitro, e assim, teremos a comprovagdo ou ndo da
eficacia dos mesmos.

5.2.Referentes a Tarefal (Estratégias2 e 3)

As pesquisas nos bancos de dados de proteinas nos revelaram que recentemente,
Prota e colaboradores, 2014?% publicaram duas estruturas cristalograficas da tubulina,
com a colchicina e o ligante BAL27862 no sitio de interacdo da colchicina, com as
resolucdes de 2,3A e 2,5A, respectivamente. Sendo assim, foi possivel explorar mais as
técnicas de SBDD somadas as técnicas de LBDD nos estudos de triagem virtual para

compostos com promissoras atividades moduladoras da tubulina.

As estruturas cristalograficas foram validadas e apds a comprovacéo da eficacia
das mesmas para a utilizacdo em estudos de docking executamos as Estrategias 2 e 3.
Como resultado da Estrategia 2 obtivemos 20 compostos com potenciais atividades
moduladoras da tubulina e como resultado da Estratégia 3 obtivemos 10 compostos.
Estes compostos também foram comprados e estdo sendo testados in vitro quanto a

propriedade de modular a acéo da tubulina.
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5.3.Referentes a Tarefa2 (Estratégia4)

Apols obtidos os resultados dos ensaios de atividade leishmanicida e
antineoplasica dos compostos sintetizados por nossa equipe de sintese, buscamos
racionalizar estes resultados e buscar o entendimento do sucesso de alguns compostos.
Os resultados das simulac@es de docking para estes compostos revelaram coeréncia
quando comparados aos resultados de atividade enzimatica, e dessa forma, utilizamos a
pose gerada dos trés compostos com melhores resultados in vitro em estudos de triagem

virtual.

Diante da proposta de conformacdo ativa gerada em simulac6es de docking para
0s trés compostos com melhores valores em ensaios in vitro, foram realizados trés estudos
de triagem virtual. Para cada um dos estudos selecionamos 10 compostos foram

comprados e estdo sendo testados in vitro.

5.4.Considerac0es finais e perspectivas futuras

Todas as quatro estratégias executadas neste estudo se demonstraram efetivas do
ponto de vista tedrico. Notamos este fato principalmente com o consenso de alguns
resultados obtidos com estudos de docking, utilizando independentemente dois programas

de escopo e funcdes de pontuacao distintas.

Por este doutoramento fazer parte de um projeto extenso, os estudos dos
compostos triados e novas propostas de bibliotecas sugeridas por nossa equipe de sintese
seguirdo. Tendo em vista 0 sucesso das etapas iniciais e dos resultados obtidos
preliminarmente, ampliamos as fases iniciais do mesmo para, assim, garantirmos um
banco de estruturas com um grande ndmero de compostos contendo alta diversidade

quimica estrutural.

Com base nos resultados experimentais dos compostos que estdo sendo avaliados,
estudos de otimizagdo de compostos lideres e de prototipos por modificacdes
bioisostericas, QSAR, bem como novas propostas de unido dos nucleos através da lisina
acetilada, serdo realizados em etapas préximas com vistas a desenvolver novos compostos

de carater dual, anticanceroso e leishmanicida.



149

6. Referencias Bibliograficas

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

Abdallah, H. M., Al-Abd, A. M., El-Dine, R. S. & El-Halawany, A. M. P-
glycoprotein inhibitors of natural origin as potential tumor chemo-sensitizers: A
review. J. Adv. Res., 2015, 6, 45-62.

Huber, P. C., Maruiama, C. H. & Almeida, W. P. Glicoproteina-P, resisténcia a
multiplas drogas (MDR) e relacdo estrutura-atividade de modularores. Quim.
Nova, 2010, 33, 2148-2154.

Hoffmann, E. K. & Lambert, I. H. lon channels and transporters in the development
of drug resistance in cancer cells. Philos. Trans. R. Soc. B, 2014, 369, 1-9.

Longley, D. B. & Johnston, P. G. Molecular mechanisms of drug resistance. J.
Pathol., 2005, 205, 275-292.

Baguley, B. C. Multiple drug resistance mechanisms in cancer. Mol. Biotechnol.,
2010, 46, 308-316.

WHO Expert Committee on, Of Leishmaniases Control & 2010 Geneva 22-26
March. Control of the Leishmaniases. WHO Technical Report Series (2010). at
<http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/44412/1/WHO_TRS 949 eng.pdf>

American Cancer Society. Cancer facts & figures. 2008, 2009,

Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva.Coordenacdo de
Prevengdo e Vigilancia. Estimativa 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil. (2014).

Alvar, J. et al. Leishmaniasis worldwide and global estimates of its incidence.
PLoS One, 2012, 7,

Mahajan, R. ¢c. & Mohan, K. Epidemiology of Visceral Leishmaniasis and Its
Control. 2014, 41-49.

World Health  Organization (WHO) - Leishimaniasis. 2016, at
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs375/en/>

Pelissari, D. M., Cechinel, M. P., Sousa-Gomes, M. L. De & Lima Junior, F. E. F.
De. Tratamento da Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar Americana
no Brasil. Epidemiol. e Servicos Saude, 2011, 20, 107-110.

Majumder, H. K. Drug Targets in Kinetoplastid Parasites. (Springer New York,
2008). at <https://books.google.es/books?id=rk9H6xW6Z210C>

Ramalho, T. C., Freitas, M. P. & Da Cunha, E. F. F. Chemoinformatics: Directions
Toward Combating Neglected Diseases. (Bentham Science Publishers, 2012). at
<https://books.google.es/books?id=92woc6YbpQAC>

Havens, C. G. et al. Cellular effects of leishmanial tubulin inhibitors on L.
donovani. Mol. Biochem. Parasitol., 2000, 110, 223—-236.

Jordan, M. a. Mechanism of action of antitumor drugs that interact with
microtubules and tubulin. Curr. Med. Chem. Anticancer. Agents, 2002, 2, 1-17.

Pellegrini, F. & Budman, D. R. Review: tubulin function, action of antitubulin



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

150

drugs, and new drug development. Cancer Invest., 2005, 23, 264-273.

Leandro-Garcia, L. J. et al. Tumoral and tissue-specific expression of the major
human beta-tubulin isotypes. Cytoskeleton (Hoboken)., 2010, 67, 214-223.

Torres, F. & Campos, M. Imidazoles and benzimidazoles as tubulin-modulators
for anticancer therapy. 1-47.

Jordan, A., Hadfield, J. A., Lawrence, N. J. & Mcgown, A. T. Anticancer Drugs :
Agents Which Interact with the Mitotic Spindle. 259-296.

Aguayo-Ortiz, R. et al. Molecular basis for benzimidazole resistance from a novel
B-tubulin binding site model. J. Mol. Graph. Model., 2013, 45, 26-37.

Cortés-Selva, F. et al. Dihidro- p -Agarofuran Sesquiterpenes : A New Class of
Reversal Agents of the Multidrug Resistance Phenotype Mediated by P-
Glycoprotein in the Protozoan Parasite Leishmania. Curr. Pharm. Des., 2005, 11,
3125-3139.

Austrup, J. & Karanis, P. Frequency of MDR1-related p-gp overexpression in
Greek Leishmania isolates. Parasitol. Res., 2014, 113, 1225-1232.

Moreira, D. S. et al. Molecular characterization of the MRPA transporter and
antimony uptake in four New World Leishmania spp. susceptible and resistant to
antimony. Int. J. Parasitol. Drugs Drug Resist., 2013, 3, 143-153.

Little, M. & Luduena, R. F. implications for microtubule assembly and colchicine
binding. 1985, 4, 51-56.

Shaukat, A. et al. Benzimidazole derivatives: synthesis, leishmanicidal
effectiveness, and molecular docking studies. Med. Chem. Res., 2012, 22, 3606—
3620.

Armson, A. et al. A comparison of the effects of a benzimidazole and the
dinitroanilines against Leishmania infantum. Acta Trop., 1999, 73, 303-311.

Lu, Y., Chen, J., Xiao, M., Li, W. & Miller, D. D. An overview of tubulin inhibitors
that interact with the colchicine binding site. Pharm. Res., 2012, 29, 2943-2971.

Zinzi, L. et al. Small and Innovative Molecules as New Strategy to Revert MDR.
Front. Oncol., 2014, 4, 2.

Ueki, N., Lee, S., Sampson, N. S. & Hayman, M. J. Selective cancer targeting with
prodrugs activated by histone deacetylases and a tumour-associated protease. Nat.
Commun., 2013, 4, 2735.

Marks, P. a. & Xu, W. S. Histone deacetylase inhibitors: Potential in cancer
therapy. J. Cell. Biochem., 2009, 107, 600—608.

Bolden, J. E., Peart, M. J. & Johnstone, R. W. Anticancer activities of histone
deacetylase inhibitors. Nat Rev Drug Discov, 2006, 5, 769-784.

Haberland, M., Johnson, A., Mokalled, M. H., Montgomery, R. L. & Olson, E. N.
Genetic dissection of histone deacetylase requirement in tumor cells. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A., 2009, 106, 7751-7755.

Collette, J., Ulku, A. S., Der, C. J., Jones, A. & Erickson, A. H. Enhanced cathepsin



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

151

L expression is mediated by different Ras effector pathways in fibroblasts and
epithelial cells. Int. J. Cancer, 2004, 112, 190-199.

Joseph, L. J., Chang, L. C., Stamenkovich, D. & Sukhatme, V. P. Complete
nucleotide and deduced amino acid sequences of human and murine
preprocathepsin L. An abundant transcript induced by transformation of
fibroblasts. J. Clin. Invest., 1988, 81, 1621-1629.

Pedersoli-mantoani, S., Silva, V. B., Taft, C. A. & Silva, C. H. T. P.
Pharmacophore-based Drug Design of Novel Potential Tau Ligands for
Alzheimer’s Disease Treatment. Curr. Phys. Chem., 2014, 4, 35-44,

Semighini, E. P, Taft, C. A. & Silva, C. H. T. P. Structure and Ligand Based
Rational Drug Design for Bace-1 Inhibitors. Curr. Bioact. Compd., 2013, 9, 14—
20.

Taft, C. A. & Silva, C. H. T. P. New developments in Medicinal Chemistry, voll.
(Bentham Science, 2010).

Taft, C. A. & Silva, C. H. T. P. New developments in Medicinal Chemistry, vol2.
(Bentham Science, 2014).

Juliano, R. L. & Ling, V. A surface glycoprotein modulating drug permeability in
Chinese hamster ovary cell mutants. Biochim. Biophys. Acta, 1976, 455, 152-162.

Hill, B. Drug resistance: an overview of the current state of the art. Int. J. Oncol.,
1996, 9, 197-203.

Lacombe, S., JA, G. V., J, C. P. & P., L. M. Causes and problems of nonresponse
or poor response to drugs. Drugs, 1996, 51, 552-570.

Ween, M. P., Armstrong, M. A., Oehler, M. K. & Ricciardelli, C. The Role of ABC
Transporters in Ovarian Cancer Progression and Chemoresistance. Crit. Rev.
Oncol. Hematol., 2015, 96, 220-256.

Giacomini, K. M. & Tweedie, D. Membrane transporters in drug development.
Nat. Rev. Drug Discov., 2010, 9, 215-236.

Shapira, A., Livney, Y. D., Broxterman, H. J. & Assaraf, Y. G. Nanomedicine for
targeted cancer therapy: Towards the overcoming of drug resistance. Drug Resist.
Updat., 2011, 14, 150-163.

Borst, P. & Oude Elferink, R. MAMMALIAN ABC TRANSPORTERS IN
HEALTH AND DISEASE. Annu. Rev. Biochem., 2002, 71, 537 — 592.

Ambudkar, S. V, Kimchi-Sarfaty, C., Sauna, Z. E. & Gottesman, M. M. P-
glycoprotein: from genomics to mechanism. Oncogene, 2003, 22, 7468-85.

Schinkel, A. H. & Jonker, J. W. Mammalian drug efflux transporters of the ATP
binding cassette (ABC) family: An overview. Adv. Drug Deliv. Rev., 2012, 64,
138-153.

Amin, M. L. P-glycoprotein inhibition for optimal drug delivery. Drug Target
Insights, 2013, 7, 27-34.

Stavrovskaya, a a. Cellular mechanisms of multidrug resistance of tumor cells.
Biochemistry. (Mosc)., 2000, 65, 95-106.



[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

152

Krishna, R. & Mayer, L. D. Multidrug resistance (MDR) in cancer. Eur. J. Pharm.
Sci., 2000, 11, 265-283.

Chen, Z. et al. Mammalian drug efflux transporters of the ATP binding cassette
(ABC) family in multidrug resistance: A review of the past decade. Cancer Lett.,
2016, 370, 153-164.

Zhou, X. F., Yang, X., Wang, Q., Coburn, R. a & Morris, M. E. Effects of
dihydropyridines and pyridines on multidrug resistance mediated by breast cancer
resistance protein: in vitro and in vivo studies. Drug Metab Dispos, 2005, 33,
1220-1228.

Tsuruo, T., Lida, H., Tsukagoshi, S. & Sakurai, Y. Overcoming of vincristine
resistance in P388 leukemia in vivo and in vitro through enhanced cytotoxicity of
vincristine and vinblastine by verapamil. Cancer Res., 1981, 41, 1967-1972.

Krishna, R. & Mayer, L. D. Multidrug resistance (MDR) in cancerMechanisms,
reversal using modulators of MDR and the role of MDR modulators in influencing
the pharmacokinetics of anticancer drugs. Eur. J. Pharm. Sci., 2000, 11, 265-283.

Wandel, C. et al. P-Glycoprotein and cytochrome P-450 3A inhibition:
Dissociation of inhibitory potencies. Cancer Res., 1999, 59, 3944-3948.

Zhou, Z. et al. Pharmacological Reports L-1416 , a novel MDR reversing agent
with possible reduced calcium antagonism. Pharmacol. Reports, 2014, 66, 1140—
1147.

Shekari, F. et al. Cytotoxic and multidrug resistance reversal activities of novel 1
, 4-dihydropyridines against human cancer cells. Eur. J. Pharmacol., 2015, 746,
233-244.

Radadiya, A. et al. Synthesis and 3D-QSAR study of 1,4-dihydropyridine
derivatives as MDR cancer reverters. Eur. J. Med. Chem., 2014, 74, 375-387.

Firuzi, O. et al. Reversal of multidrug resistance by novel verapamil analogs in
cancer cells. Arch. Pharm. Res, 2013, 36, 1392-1402.

Organizacao Pan-Americana de Saude. at
<http://www.paho.org/bra/index.php?option=com_content&view=article&id=39
3:cancer&ltemid=539>

World Health Organization. 2015, at
<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/>

Instituto Nacional de Cancer - INCA. at
<http://wwwl.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322>

Cancer Research UK. at <http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/what-is-
cancer>

Antoni, S., Soerjomataram, |., Mgller, B. & Ferlay, J. An assessment of
GLOBOCAN methods for deriving national estimates of cancer incidence. 2016,
174-184.

Ferlay, J. et al. Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC Cancer Base.
GLOBOCAN 2012 v1.0 2013, at <http://globocan.iarc.fr>



[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

153

Bray, F., Ren, J. F., Masuyer, E. & Ferlay, J. Estimates of global cancer prevalence
for 27 sites in the adult population in 2008. Int J Cancer, 2013, 132, 1133-45.

Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva.Coordenacdo de
Prevengdo e Vigilancia. Estimativa 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil /
Instituto Nacional de Céncer José Alencar Gomes da Silva, Coordenacdo de
Prevencdo e Vigilancia. (2014).

Lasley, I. 21st Century Cancer Treatment. (Createspace Independent Pub, 2011).
at <https://books.google.com.br/books?id=er614PVQPVkC>

DeSantis, C. E. et al. Cancer Treatment and Survivorship Statistics , 2014. CA.
Cancer J. Clin., 2013, 64, 252-272.

American Cancer Society. Treatment Types. 2016, at
<http://www.cancer.org/treatment/treatmentsandsideeffects/treatmenttypes/index
>

Bosch, F. & Rosich, L. The contributions of paul ehrlich to pharmacology: A
tribute on the occasion of the centenary of his nobel prize. Pharmacology, 2008,
82, 171-179.

Kaufmann, S. H. E. Paul Ehrlich: founder of chemotherapy. Nat. Rev. Drug
Discov., 2008, 7, 373.

Chabner, B. a & Roberts, T. G. Timeline: Chemotherapy and the war on cancer.
Nat. Rev. Cancer, 2005, 5, 65-72.

De Almeida, V. L. et al. Cancer e agentes antineoplasicos ciclo-celular especificos
e ciclo-celular ndo especificos que interagem com o DNA: Uma introducéo. Quim.
Nova, 2005, 28, 118-129.

Jordan, A., Hadfield, J. A., Lawrence, N. J. & Mcgown, A. T. Tubulin as a Target
for Anticancer Drugs:Agents Which Interact with the Mitotic Spindle. Med Res
Rev., 1998, 18, 259-296.

Weinberg, R. A. How cancer arises. Sci. Am., 1996, 275, 62-70.

Zeibig, E. Parasitologia Clinica: Uma abordagem clinico- laboratorial. (Elsevier
Health Sciences Brazil, 2014). at
<https://books.google.com.br/books?id=gNt2BgAAQBAJ>

David, C. V. & Craft, N. Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis. Dermatol.
Ther., 2009, 22, 491-502.

Vermelho, A. B. et al. Leishmaniasis : Possible New Strategies for Treatment.
doi:10.5772/57388

Peacock, C. S. et al. Comparative genomic analysis of three Leishmania species
that cause diverse human disease. Nat Genet., 2008, 39, 839-847.

MINISTERIO DA SAUDE Secretaria de Vigilancia em Salde Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana:
Diagnéstico Clinico e Diferencial. (Editora MS, 2006). 52,

Croft, S. L., Sundar, S. & Fairlamb, A. H. Drug Resistance in Leishmaniasis Drug
Resistance in Leishmaniasis. Society, 2006, 19, 111-126.



[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

154

Tiuman, T. S., Santos, A. O., Ueda-Nakamura, T., Filho, B. P. D. & Nakamura, C.
V. Recent advances in leishmaniasis treatment. Int. J. Infect. Dis., 2011, 15,

Assis, T. M., Mancini, D. T., Ramalho, T. C. & Cunha, E. F. F. In Silico Study of
Leishmania donovani alfa-beta Tubulin and Inhibitors. J. Chem., 2014, 2014,

Godinho, J. L. P., Georgikopoulou, K., Calogeropoulou, T., de Souza, W. &
Rodrigues, J. C. F. A novel alkyl phosphocholine-dinitroaniline hybrid molecule
exhibits biological activity in vitro against Leishmania amazonensis. EXxp.
Parasitol., 2013, 135, 153-165.

Howard, J. & Hyman, A. a. Growth, fluctuation and switching at microtubule plus
ends. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2009, 10, 569-574.

Morgan, D. O. The Cell Cycle: Principles of Control. (OUP/New Science Press,
2007). at <https://books.google.com.br/books?id=ScEuiD2V6GoC>

Downing, K. H. Structural basis for the interaction of tubulin with proteins and
drugs that afect microtubule dynamics. 2000, 89-111.

Contributors, Mbi. Dynamic instability of microtubules. In MBInfo Wiki 2014, at
<http://www.mechanobio.info/figure/figure/1384243769869.jpg.htmI>

Li, H., DeRosier, D. J., Nicholson, W. V., Nogales, E. & Downing, K. H.
Microtubule structure at 8 ?? resolution. Structure, 2002, 10, 1317-1328.

Gnanambal. K, M. E. & Lakshmipathy, S. V. Dictyoceratidan poisons: Defined
mark on microtubule-tubulin dynamics. Life Sci., 2016, 148, 229-240.

Wade, R. H. On and around microtubules: An overview. Mol. Biotechnol., 2009,
43, 177-191.

Stanton, R. A., Gernert, K. M., Nettles, J. H. & Aneja, R. Drugs that target dynamic
microtubules: A new molecular perspective. Med. Res. Rev., 2011, 31, 443-481.

Chakraborti, S. et al. Discrimination of ligands with different flexibilities resulting
from the plasticity of the binding site in tubulin. Biochemistry, 2012, 51, 7138—
7148.

Jordan, M. A. & Wilson, L. Microtubules as a target for anticancer drugs. Nat. Rev.
Cancer, 2004, 4, 253-265.

Gigant, B. et al. Structural basis for the regulation of tubulin by vinblastine.
Nature, 2005, 435, 519-522.

Morris, P. G. & Fornier, M. N. Microtubule active agents: Beyond the taxane
frontier. Clin. Cancer Res., 2008, 14, 7167—-7172.

Turner, R. T., Hong, L., Koelsch, G., Ghosh, A. K. & Tang, J. Structural Locations
and Functional Roles of New Subsites S5, S 6, and S 7 in. 2005, 2, 105-112.

Risinger, A. L., Giles, F. J. & Mooberry, S. L. Microtubule dynamics as a target in
oncology. Cancer Treat. Rev., 2009, 35, 255-261.

Skoufias, D. a & Wilson, L. Mechanism of inhibition of microtubule
polymerization by colchicine: inhibitory potencies of unliganded colchicine and
tubulin-colchicine complexes. Biochemistry, 1992, 31, 738-746.



155

[102] Gupta, M. L., Bode, C. J., Georg, G. I. & Himes, R. H. Understanding tubulin-
Taxol interactions: mutations that impart Taxol binding to yeast tubulin. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2003, 100, 6394—7.

[103] Petegem, F. Van & D.L. Minor, J. The structural biology of voltage-gated calcium
channel function and regulation. Biochem. Soc. Trans., 2006, 34, 887—893.

[104] Hille, B. lonic channles in excitable mambranes current problems and biophisical
approaches. Biophys. J., 1978, 22, 283-294.

[105] Catterall, W. A. Structure and regulation of voltage-gated calcium channels. Annu.
Rev. Cell Dev. Biol., 2000, 16, 521-555.

[106] Stotz, S. C., Jarvis, S. E. & Zamponi, G. W. Functional roles of cytoplasmic loops
and pore lining transmembrane helices in the voltage-dependent inactivation of
HVA calcium channels. J. Physiol., 2004, 554, 263-273.

[107] Findlay, I. Physiological modulation of inactivation in L-type Ca2+ channels: one
switch. J. Physiol., 2004, 554, 275-283.

[108] Reuter, H. Diversity and function of presynaptic calcium channels in the brain.
Curr. Opin. Neurobiol., 1996, 6, 331-337.

[109] Yamakage, M. & Namiki, A. Calcium channels-basic aspects of their structure,
function and gene encoding; anesthetic action on the channels - a review. Can. J.
Anaesth., 2002, 49, 151-164.

[110] Bidaud, I., Mezghrani, A., Swayne, L. A., Monteil, A. & Lory, P. Voltage-gated
calcium channels in genetic diseases. Biochim. Biophys. Acta, 2006, 1763, 1169—
74.

[111] Birnbaumer, L. et al. The naming of voltage-gated calcium channels. Neuron,
1994, 13, 505-506.

[112] Khosravani, H. & Zamponi, G. Voltage-Gated Calcium Channels and Idiopathic
Generalized Epilepsies. Physiol. Rev., 2006, 86, 941-966.

[113] Mikaberidze, A. Nomenclature of Voltage-Gated Calcium Channels. Neuron,
2000, 25, 533-535.

[114] Tanabe, T., Takeshima, H. & Mikami, a. Primary structure of the receptor for
calcium channel blockers from skeletal muscle. Nature, 1986, 328, 313-318.

[115] Cain, S. M. & Snutch, T. P. Voltage-gated calcium channels and disease.
BioFactors, 2011, 37, 197-205.

[116] Mei, L. et al. Pharmaceutical nanotechnology for oral delivery of anticancer drugs.
Adv. Drug Deliv. Rev., 2013, 65, 880-890.

[117] Cuperus, F. J. C., Claudel, T., Gautherot, J., Halilbasic, E. & Trauner, M. Special
Section on Transporters in Toxicity and Disease — Minireview The Role of
Canalicular ABC Transporters in Cholestasis. 2014, 2014, 546-560.

[118] Patel, N. R., Rathi, A., Mongayt, D. & Torchilin, V. P. Multidrug resistance
reversal by co-delivery of tariquidar (XR9576) and paclitaxel using long-
circulating liposomes. Int J Pharm, 2011, 416, 269-299.



156

[119] Thomas, H. & M.Coley, H. Overcoming multidrug resistance in cancer: An update
on research of natural products. Cancer Control, 2003, 10, 159-165.

[120] Guido, R. V. C. & Andricopulo, A. D. Modelagem Molecular de Farmacos. Rev.
Process. Quimicos, 2008,

[121] Guido, R. V. C., Andricopulo, A. D. & Oliva, G. Planejamento de farmacos,
biotecnologia e quimica medicinal: aplicacbes em doengas infecciosas. Estud.
Avancados, 2010, 24, 81-98.

[122] Kapetanovic, I. M. Computer aided drug discovery and development: in silico-
chemico-biological approach. Chem. Biol. Interact., 2008, 171, 165-176.

[123] Sliwoski, G., Kothiwale, S., Meiler, J. & Lowe, E. W. Computational Methods in
Drug Discovery. 2014, 334-395.

[124] Cobb, K. Dock This : Insilico Drug Design Feeds Drug Development. Biomed.
Comput. Rev., 2007, 20-30.

[125] Ou-Yang, S.-S. et al. Computational drug discovery. Acta Pharmacol. Sin., 2012,
33, 1131-40.

[126] Goto, J., Kataoka, R. & Hirayama, N. Ph4Dock : Pharmacophore-Based Protein -
Ligand Docking. 2004, 6804-6811.

[127] Warren, G. L., Do, T. D., Kelley, B. P., Nicholls, A. & Warren, S. D. Essential
considerations for using protein-ligand structures in drug discovery. Drug Discov.
Today, 2012, 17, 1270-1281.

[128] Mech, L. D. A Gray Wolf (Canis lupus) Delivers Live Prey to a Pup. Can. Field-
Naturalist, 2014, 128, 189-190.

[129] Liao, C., Sitzmann, M., Pugliese, A. & Nicklaus, M. C. Software and resources for
computational medicinal chemistry. Future Med. Chem., 2011, 3, 1057-1085.

[130] Tanrikulu, Y., Kriger, B. & Proschak, E. The holistic integration of virtual
screening in drug discovery. Drug Discov. Today, 2013, 18, 358-64.

[131] Maybridge. The Maybridge Screening Collection. Screening Guide 2004 2004, at
<http://www.maybridge.com>

[132] Irwin, J. J. & Shoichet, B. K. ZINC — A Free Database of Commercially Available
Compounds for Virtual Screening ZINC - A Free Database of Commercially
Available Compounds for Virtual Screening. J. Chem. Inf. Model., 2005, 45, 177—
182.

[133] ChemBridge. The Gold standard in small molecule screening libraries and building
blocks. at <www.chembridge.com>

[134] Liu, T. Q., Lin, Y. M., Wen, X., Jorissen, R. N. & Gilson, M. K. BindingDB: a
web-accessible database of experimentally determined protein- ligand binding
affinities. Nucleic Acids Res., 2007, 35, 198-201.

[135] Hawkins, P. C. D. & Nicholls, A. Conformer generation with OMEGA: Learning
from the data set and the analysis of failures. J. Chem. Inf. Model., 2012, 52, 2919
2936.



157

[136] OpenEye Scientific Software. ROCS 3.2.1.4. at <http://www.eyesopen.com>
[137] OpenEye Scientific Software. EON 2.2.0.5. at <http://www.eyesopen.com>
[138] Schrodinger. Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-2: QikProp. 2015,

[139] Marchant, C. a. Prediction of rodent carcinogenicity using the DEREK system for
30 chemicals currently being tested by the National Toxicology Program. Environ.
Health Perspect., 1996, 104, 1065-1073.

[140] Schrodinger. Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-3: Glide. 2015,

[141] Cole, J. C., Nissink, J. W. M. & Taylor, R. in Virtual Screening in Drug Discovery
(eds. Shoichet, . B. & Alvarez, J.) (Taylor & Francis CRC Press, 2005).

[142] Johnson, M. et al. NCBI BLAST: a better web interface. Nucleic Acids Res., 2008,
36, 5-9.

[143] Altschul, S. F. etal. Gapped BLAST and PS I-BLAST: a new generation of protein
database search programs. Nucleic Acids Res, 1997, 25, 3389-3402.

[144] Sievers, F. et al. Fast, scalable generation of high-quality protein multiple sequence
alignments using Clustal Omega. Mol. Syst. Biol., 2011, 7, 1-6.

[145] Sali, A. Modeller: Generation and Refinement of Homology-Based Protein
Structure Models. Methods Enzymol., 2004, 374,

[146] Schrodinger. Schrodinger Release 2015-2: Maestro. 2015,

[147] Vriend, G. WHAT IF: A molecular modeling and drug design program. Molecules,
1990, 8, 52-56.

[148] Vriend, G. WHAT IF: a molecular modeling and drug design program. J. Mol.
Graph., 1990, 8, 52-6.

[149] Laskowski, Roman A MacArthur, Malcolm W Smith, D. K. et al. Procheck
Programs to check the Stereochemical Quality of Protein Structures. 1998,

[150] Laplante, S. R. etal. Supporting Information Ligand Bioactive Conformation Plays
a Critical Role in the Design of Drugs That Target the Hepatitis C Virus NS3
Protease. 2013, 1-51.

[151] Bai, F. et al. Bioactive conformational generation of small molecules: a
comparative analysis between force-field and multiple empirical criteria based
methods. BMC Bioinformatics, 2010, 11, 545.

[152] Hawkins, P. C. D., Skillman, a G., Warren, G. L., Ellingson, B. a & Stahl, M. T.
Conformer generation with OMEGA: algorithm and validation using high quality
structures from the Protein Databank and Cambridge Structural Database. J. Chem.
Inf. Model., 2010, 50, 572-84.

[153] Haigh, J. A., Pickup, B. T., Grant, J. A. & Nicholls, A. Small molecule shape-
fingerprints. J. Chem. Inf. Model., 2005, 45, 673-684.

[154] Grant, J. a., Gallardo, M. a. & Pickup, B. T. A fast method of molecular shape
comparison: A simple application of a Gaussian description of molecular shape. J.
Comput. Chem., 1996, 17, 1653—-1666.



158

[155] Naylor, E. et al. Identification of a chemical probe for NAADP by virtual
screening. Nat. Chem. Biol., 2009, 5, 220-226.

[156] Kitchen, D., Decornez, H., Furr, J. & Bajorath, J. Docking and scoring in virtual
screening for drug discovery: methods and applications. Nat. Rev. Drug Discov.,
2004, 3, 935-949.

[157] Yuriev, E. & Ramsland, P. a. Latest developments in molecular docking: 2010-
2011 in review. J. Mol. Recognit., 2013, 26, 215-39.

[158] Jain, A. N. Scoring functions for protein-ligand docking. Curr. Protein Pept. Sci.,
2006, 7, 407-20.

[159] Yuriev, E., Agostino, M. & Ramsland, P. a. Challenges and advances in
computational docking: 2009 in review. J. Mol. Recognit., 2011, 24, 149-164.

[160] Schrodinger. Small-Molecule Drug Discovery Suite 2015-2: Glide. 2015,

[161] Friesner, R. A., Banks, J. L. & Murphy, R. B. Glide: a new approach for rapid,
accurate docking and scoring. 1. Method and assessment of docking accuracy. J.
Med. ..., 2004, 47, 1739-1749.

[162] Suite, G. GOLD User Guide A Component of the GOLD Suite. 2015,

[163] Eldridge, M. D., Murray, C. W., Auton, T. R., Paolini, G. V & Mee, R. P. Empirical
scoring functions: I . The development of a fast empirical scoring function to
estimate the binding affinity of ligands in receptor complexes. ournal Comput.
Mol. Des., 1997, 11, 425-445.

[164] Friesner, R. a. et al. Extra Precision Glide: Docking and Scoring Incorporating a
Model of Hydrophobic Enclosure for Protein-Ligand Complexes. J. Med. Chem.,
2006, 6177-6196.

[165] Mooij, W. T. M. & Verdonk, M. L. General and targeted statistical potentials for
protein-ligand interactions. Proteins Struct. Funct. Genet., 2005, 61, 272-287.

[166] Korb, O., St??tzle, T. & Exner, T. E. Empirical scoring functions for advanced
Protein-Ligand docking with PLANTS. J. Chem. Inf. Model., 2009, 49, 84-96.

[167] Perola, E., Walters, W. P. & Charifson, P. S. A detailed comparison of current
docking and scoring methods on systems of pharmaceutical relevance. Proteins
Struct. Funct. Genet., 2004, 56, 235-249.

[168] Wang, R., Lu, Y. & Wang, S. Comparative evaluation of 11 scoring functions for
molecular docking. J. Med. Chem., 2003, 46, 2287-2303.

[169] Prentis, R. a, Lis, Y. & Walker, S. R. Pharmaceutical innovation by the seven UK-
owned pharmaceutical companies (1964-1985). Br. J. Clin. Pharmacol., 1988, 25,
387-396.

[170] Boobis, A., Gundert-Remy, U., Kremers, P., Macheras, P. & Pelkonen, O. Insilico
prediction of ADME and pharmacokinetics Report of an expert meeting organized
by COST B15. Eur. J. Pharm. Sci., 2002, 17, 183-193.

[171] Venkatesh, S. & Lipper, R. A. Role of the development scientist in compound lead
selection and optimization. J. Pharm. Sci., 2000, 89, 145-154.



159

[172] Schrodinger, L. QikProp: Rapid ADME predictions of drug candidates. at
<http://www.schrodinger.com/QikProp/>

[173] Kujawski, J. & Popielarska, H. The log P Parameter as a Molecular Descriptor in
the Computer-aided Drug Design—an Overview. ... Methods Sci. ..., 2012, 18, 81—
88.

[174] Artursson, P. & Karlsson, J. CORRELATION BETWEEN ORAL DRUG
ABSORPTION IN HUMANS AND APPARENT DRUG PERMEABILITY
COEFFICIENTS IN HUMAN INTESTINAL EPITHELIAL (CACO-2) CELLS.
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1991, 175, 880-885.

[175] Horster, M. F. & Stopp, M. Transport and metabolic functions in cultured renal
tubule cells. Kidney Int., 1986, 29, 46-53.

[176] Irvine, J. D. etal. MDCK (Madin-Darby canine kidney) cells: A tool for membrane
permeability screening. J. Pharm. Sci., 1999, 88, 28-33.

[177] Cole, D. C. & Bursavich, M. G. in Aspartic Acid Proteases as Therapeutic Targets
(ed. Ghosh, A. K.) (John Wiley & Sons, 2010). 606.

[178] Schwede, T., Kopp, J., Guex, N. & Peitsch, M. C. SWISS-MODEL.: An automated
protein homology-modeling server. Nucleic Acids Res., 2003, 31, 3381-3385.

[179] Fomby, P. & Cherlin, A. J. NIH Public Access. 2011, 72, 181-204.

[180] Marti-Renom, M. A., Stuart, A. C., Roberto, S., Melo, F. & Andrej, S. Comparative
protein structure modeling of genes and genomes. 2000, 29, 291-325.

[181] Sanchez, R. & Sail, A. Advances in comparative protein-structure modelling. 206—
214.

[182] The Statistics of Sequence Similarity Scores. 2006, 1-13. at
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/>

[183] Apostolico, A. Sequence Alignment in Molecular Biology. Nucleic Acids Res.,
1994, 5, 173-196.

[184] Agostino, M. in Practical Bioinformatics (Garland Science - Taylor & Francis
Group, 2012). 47-71. at <http://pasa.sourceforge.net/#A_rcdaap>

[185] Zhorov, B. S., Folkman, E. V & Ananthanarayanan, V. S. Homology model of
dihydropyridine receptor: implications for L-type Ca(2+) channel modulation by
agonists and antagonists. Arch. Biochem. Biophys., 2001, 393, 22-41.

[186] Sievers, F. & Higgins, D. G. in Multiple Sequence Alignment Methods (ed. Russell,
D. J.) (Humana Press, 2014). 1079, 287.

[187] Webb, B. & Sali, A. Protein structure modeling with MODELLER. Protein Struct.
Predict., 2014, 1-15.

[188] Eswar, N. et al. Comparative protein structure modeling using MODELLER.
Current protocols in protein science / editorial board, John E. Coligan ... [et al.]
(2007). Chapter 2,

[189] Blundell, T. L., Sibanda, B. L., Sternberg, M. J. E. & Thornton, J. M. Knowledge-
based prediction of protein structures and the design of novel molecules. Nature,



[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]
[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

160

1987, 326, 347-352.

Claessens, M., Van Cutsem, E., Lasters, I. & Wodak, S. Jahresriickblick
Biochemie Und Molekularbiologie Modelling The Polypeptide Backbone With
‘spare Parts’from Known Protein Structures. Nachr. Chem. Tech. Lab, 1989, 37,
162.

Aszodi, A. & Taylor, W. R. Homology modelling by distance geometry. Fold.
Des., 1996, 1, 325-334.

Andrade, O., Filho, S. & Alencastro, B. De. Modelagem De Proteinas Por
Homologia. Quim. Nova, 2003, 26, 253-259.

Ramachandran, G. N., Ramakrishnan, C. & Sasisekharan, V. Stereochemistry of
polypeptide chain configurations. J. Mol. Biol., 1963, 7, 95-99.

Morris, A.-L., MacArtur, M. W., Huntchinson, E. G. & Thornton, J. M.
Stereochemical quality of protein structure corrdinates. Proteins Struct. Funct.
Genet., 1992, 364, 345-364.

Shaldam, M. a., Elhamamsy, M. H., Esmat, E. a. & El-Moselhy, T. F. 1,4-
Dihydropyridine Calcium Channel Blockers: Homology Modeling of the Receptor
and Assessment of Structure Activity Relationship. ISRN Med. Chem., 2014, 2014,
1-14.

Doyle, D. a et al. The structure of the potassium channel: molecular basis of K+
conduction and selectivity. Science, 1998, 280, 69—77.

Yu, L. et al. Nuclear Magnetic Resonance Structural Studies of a Potassium
channel-charybdotoxin complex. Biochemistry, 2005, 41, 15834-15841.

UniProt: a hub for protein information. Nucleic Acids Res., 2014, 43, D204-12.

Shaya, D. et al. Structure of a prokaryotic sodium channel pore reveals essential
gating elements and an outer ion binding site common to eukaryotic channels. J.
Mol. Biol., 2014, 426, 467-483.

Tikhonov, D. B. & Zhorov, B. S. Structural model for dihydropyridine binding to
L-type calcium channels. J. Biol. Chem., 2009, 284, 19006-19017.

Cosconati, S., Marinelli, L., Lavecchia, A. & Novellino, E. Characterizing the 1,
4-Dihydropyridines Binding Interactions in the L-Type Calcuim Channel : Model
Construction and Docking Calculations. J. Med. Chem., 2007, 50, 1504-1513.

Locatelli, A. et al. Ligand Based Approach to L - Type Calcium Channel by
Imidazo[2,1 - b Jthiazole-1,4-Dihydropyridines: from Heart Activity to Brain A ffi
nity. J. Med. Chem., 2013, 56, 3866—-3877.

Mitterdorfer, J. et al. Two amino acid residues in the 111S5 segment of L-type
calcium channels differentially contribute to 1, 4-dihydropyridine sensitivity. J.
Biol. Chem., 1996, 271, 30330-30335.

Kelly, T. R. & Kim, M. H. Relative Binding Affinity of Carboxylate and Its
Isosteres: Nitro, Phosphate, Phosphonate, Sulfonate, and delta-Lactone. J. Am.
Chem. Soc., 1994, 116, 7072—7080.

Prota, A. E. et al. The novel microtubule-destabilizing drug BAL27862 binds to



161

the colchicine site of tubulin with distinct effects on microtubule organization. J.
Mol. Biol., 2014, 426, 1848-1860.

[206] Dorléans, A. et al. Variations in the colchicine-binding domain provide insight into
the structural switch of tubulin. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2009, 106, 13775—
13779.

[207] Ravelli, R. B. G. et al. Insight into tubulin regulation from a complex with
colchicine and stathmin-like domain. Nature, 2004, 428, 198-202.

[208] Siqueira-Neto, J. L. et al. An image-based high-content screening assay for
compounds targeting intracellular leishmania donovani amastigotes in human
macrophages. PLoS Negl. Trop. Dis., 2012, 6,

[209] Mosmann, T. Rapid Colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assay. J. Immunol. Methods, 1983, 65,
55-63.

[210] Yuriev, E. & Ramsland, P. A. Latest developments in molecular docking: 2010-
2011 in review. J. Mol. Recognit., 2013, 26, 215-239.



162

7. Anexos

7.1. Dados Suplementares

Anexo 1. Alinhamento entre as sequéncias PDB ID:4LTO e Qlso20 feitas com o programa Clustal Omega

Cadeia |

4LTO

1s020

PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQSFPEW------- FGTLGASMYTLFQVMTLESWSMGIARPVIEAY— PWAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGII/
VPLLHIALLVLFVIITYAIGLELFMGKMHKTCYNGITNFDNFAFAMLTVFQCITMEGWT-DVLYWVNDAVGRDWPWIYFVTLIIGSFFVLNLVLGVL/

Cadeia Il

4LTO

1s020

PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQSFP--------| EWFGTLGASMYTLFQVMTLESWSM----GIARPVIEAYP--

WAWIY FVSFILVSSFTVLNLFIGIIESMQSAH/
RSIASLLLLLFLFHIFSLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDGIMAYGGPSFPGMLVCIYFIILFICGNYILLNVFLAIAV
DNLADAE/

Cadeia Ill

4LTO

1ss020

PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLEF------- AQSFPEWFGTLGASMYTLFQVMTLESWSMGIAR----------
PVIEAYPWAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGIHIESMQSAH/
RTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGPIYNYRVEISIFFITY HHIAFFMMNIFVGF
VIVTFQEQG/

Cadeia IV

4LTO

1s020

PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQ-
WAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGIIES*
QALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGKIALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQDIMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGETPCGSSFAVFYFISF
YMLCAFLIINLFVAVIMDN*

SFPEWFGTLGASMYTLFQVMTLESWS--MGIARPVIEAYP---

Anexo 2Alinhamento entre as sequéncias PDB ID:2A9H PDB ID:4LTO e QIso020 feitas com o programa
Clustal Omega

Cadeia |

2A%H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAA------- LISYPDALWWSVETATTVGYG-DLYPVT------
LWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVG-REQ/

ALTO ---PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQSFPEW------- FGTLGASMYTLFQVMTLESWSMGIARPVIEAY--PWAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGI|---------, /

1s020 IKAMVPLLHIALLVLFVIITYANGLELFMGKMHKTCYNGITNFDNFAFAMLTVFQCITMEGWT-
DVLYWVNDAVGRDWPWIYFVTLINGSFFVLNLVLGVLSGEFSKERE/

Cadeia Il

2A%H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAER-GAPGAA------- LISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPVT----nmnnve-
LWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ/

ALTO ---PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQSFP-------- EWFGTLGASMYTLFQVMTLESWSM----GIARPVIEAYP--
WAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGIESMQSAH/

1s020 LNSVRSIASLLLLLFLFIIFSLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDGIMAYGGPSFPGMLVCIYFILFICGNYILLNVFL
AIAVDNLADAE/

Cadeia Ill

2A%H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAA------ LISYPDALWWSVETATTVGY GDLYPV T--mmmemmeemeee
LWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ/

ALTO ---PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLF------- AQSFPEWFGTLGASMYTLFQVMTLESWSMGIAR----------
PVIEAYPWAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGIIESMQSAH/
FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGPIYNYRVEISIFFIY HHIIAFFMMNI

15020
FVGFVIVTFQEQG/

Cadeia IV

2A%H ALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAER-GAPGAA-------- LISYPDALWWSVETATTVGYGDLYPV T-mmemmmemmemmmeemean
LWGRCVAVVVMVAGITSYGLVFAAVATWFVGREQ*

4ALTO —---PGIAWIALLLLVIFYVFAVMGTKLFAQ--------- SFPEWFGTLGASMY TLFQVMTLESWS--MGIARPVIEAYP----nneemmeemeeen
WAWIYFVSFILVSSFTVLNLFIGIIES-----*

15020 IKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGKIALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQDIMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGETPCGSSFAVFY

FISFYMLCAFLIINLFVAVIMDNFDYLT*
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Anexo 3. Resultados (ainda ndo publicados) dos ensaios bioldgicos realizados para a atividade

leishmanicida.
. Mean Max. Mean Max.
Selective o o Mean (R1
Nome EC50(uM) | CC50 (uM) ) Activity R1 | Activity R2
index and R2)
(%) (%)

Amphoterin B | 1.06 + 0.04 ND >9.43 85,28 98 91,64
PDJ15 ND ND - 23,02 14,72 18,87
PDJ16 ND ND - 31,64 39,92 35,78
PDJ17 ND ND - 23,47 7,84 15,66
PDJ26 ND ND - 55,19 26,44 40,82
PDJ27 ND ND - 21,05 10,68 15,87
PDJ28 ND ND - 37,33 37,85 37,59
PDJ29 ND ND - 21,72 15,86 21,79

47.41
FCTO1 ND - 27,72 20,44 24,08
10.01

Legenda: Os valores de: EC50 indicam a concentragdo do composto que reduz a relacdo de infeccdo
normalizada a 50%, CC50 indicam os valores da concentracdo do composto no qual a proporcao de células
normalizado é reduzida para 50%, S.I. (indice de seletividade) é a raz&o entre o valor de CC50 e EC50 e 0s
valores em duplicata da média méaxima de atividade (Mean Max. Activity) em porcentagem.

Anexo 4. Graficos relativos a Curva Dose Resposta relativos as atividades leishimanicidas dos compostos
sintetisados por nosso grupo de sintese e o controle Anfotericina B.

Dose Response Curve - R1

Dose Response Curve - R2

b
a
o

Amphotericin B

o eEgaoe : 3

1.5

1.0

0.5

Normalized activity
a
o

T T
-1 o 1
log [ampho B], M

EC,,1.031uM

Tc.o
-0.5

onel (e

Normalized activity

o 3 T
J 2
-50

Am

150

moiiiiiiii

50

photericin B

1.5

1.0

0.5

log

T 0.0
0 1
[ampho B], M
-0.5

EC;,1.019uM

BEINTER)

-
o
=)

@
o

o
o

N
=)

PDJ_15

| esspangi®?

Normalized activity
IS
o

o

N
o

=TI T
0 1

=1

log [PDJ_15],M

onels 2o

Normalized activity

1007

®
=)
|

60

40

20

PDJ_15

-20-

LI T

log [PDJ_15].M

onels (|8




164

A11A110® pazije wioN

Cell ratio
° e & @ < o I
& &4 &4 o o o <
L L L L L
=
© ©
= =
| L | -
a o
o
o )
o
°
»
T T T T T 1
© o o o o o o
S @ © v o N
2 b
A1anoe pazije wioN
Cell ratio
o ¢ & o = o I
& 4 4 o o o <2
L L L L |
=
© L4 ©
= =
| ° il
- L
[=]
a [ ]
o
o &
o
°
°
L
r T T T T 1
© o o o o o o
S ® © % « N
S \

A1IAn9® pazije wioN

Cell ratio
e ¢ & @ < o X
& o4 4 o o o <
L L L L L |
- F o
—a—

- =
~ ~
- b

- . -
-

a
o HH a
a =
- o
°
HH
o

-

HH

HH H

r T T T T 1

o o o o o o o

© @ © ¥ o &

S b

A1Aanoe pazije wioN
Cell ratio

w o v o v o {

& © ~ ®» o o !

4 &4 o o o o <

L L L L L )

N
o
=
~ L] ~
- -
| 2 ol
a2 o
o
o 5
o
°
F o

r T T T T 1

o o (=] o (=] (=] o

o @ © < o~ o~

S !

Cell ratio
° e & @ x o 3
& &4 &4 o o o <9
L L L L ! |
HiH r o
HH
- =
© ©
o~ ~
! = Fao o
-
a
a HH a
o =
- o
°
—a—
F o
-
—a—
HH al
T T T T T 1
©o © ©o o o o o
o ® © T o ~
S b
A11anoe pazije wioN
Cell ratio
w o v o wvw o g
N o ~ »vw o« o !
4~ &4 o o o o <%
L I L L ! )
F o
=
© ©
o~ ~
|
Fe o
a a
a
a =
o
°
Fo
L}
T T T T T 1
© o o o o o o
o ® © ¥ o N
-

A11Anoe pazije wioN

K11ANOe pazije wioN

Cell ratio
© < © e
- 1 o o
L L L |
—a— e
—a— L
=
~ L] o N
o~ ~
| —a— L] -
-
o
s
- ° g
HH heH
—a— [ ]
HH -
HH [ )
r T T T T 1
o o o o o o o
S ® © < N
3 b
K11annoe pazije wioN
Cell ratio
w o ®w o w o &
N © ~ v «~ o !
4 &4 o o o o %
L I ! ! ! I
—e—1
—e—
=
~ —e ~
~ ~
I (2 oI J,
2 a
[a] o a
o =
la g g
e
e
HH
(o o
T T T T T 1
o o o o o o o
S © © ¥ « N
2 h




165

log [FCT_O01],M

log [FCT_01],M

PDJ_28 PDJ_28
120 ri.2 100 rLs
L 1007 F1.0 . e0{ § i { . { . E { { Lis
> 8o Fo.s > ]
5 o 5 60 0.9 o
° 60+ Fos 2 © o
o - 3
e 3 S 40 Fos 3
2 40 Foa 2 N l
s s i 5
£ 20+ Fo.2 e 207 e ro-s
5 5
0 T T T 0.0 Z o o s . 0.0
0 1 2 0 1 2
204 Loz -20- --0.3
log [PDJ_28],M log [PDJ_28],M
PDJ_29 PDJ_29
1207 ri2 1007 ri.s
1004 ._._ri_i_fm_. L10
> .. 80 i Fi.2
z 804 Fo.s s
S o S 604 Foo o
60| Fos 2 © 3
o = ® 40 0.6 -
2 g Fo.6 =
2 404 Foa 2 N 2
[ 2 3 3
£ 209 I.47171 Fo.2 e 207 o=
7y 5
H
0 T T I 0.0 = 0 T T T 0.0
0 1 2 0 1 2
204 Loz 204 Los
log [PDJ_29],M log [PDJ_29],M
FCT_o01 FCT_01
100 r1.25 1001 ri.5
5 807 F1.00 . 80- F1.2
> >
60 Fo.75s o S 60 Foo o
- ® H ®
© = - =
S 40 Fo.s0 < S 40 Fo6 =
N ] 2 N 2
E 20 E I I I I 0.25 ° E e
g T Fo. 201 ro.3
£ Y t T ) £
5 5
= 0 T T 0.00 = 0 I T T 0.0
0 1 2 0 1 2
20 L.0.25 204 L.o3




166

Anexo 5. Esquemas graficos dos resultados (ainda ndo publicados) obtidos em ensaios biolégicos para a
atividade antineoplasica dos compostos PDJ15, PDJ16, PDJ17, FCT1, PDJ26, PDJ27, PDJ28 e PDJ29.
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7.2. Producéo Cientifica

Durante o periodo de doutoramento submetemos, a revistas especializadas, artigos
relacionados ao nosso projeto, em projetos paralelos e em colaboragdo. Os mesmos estéo
listados abaixo, bem como, encontra-se descrito o estagio de aprovacdo em que 0S

Mesmaos se encontram.

1. Federico, L.B.; dos Santos, C.B.R.; Lobato C.C.; Gomes J.S., Campos, J.M.; da Silva
C.H.T.P. Ligand- and structural based drug discovery for calcium channel blockers,

Journal of Computational and Theoretical Nanoscience. (aprovado)

2. Federico, L.B.; de Almeida, J.R.;Taft C.A.; da Silva C.H.T.P. Ligand and Structure-
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