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RESUMO

A busca por compostos biologicamente ativos com potencial para uso em
diferentes terap€uticas segue um novo caminho a partir da execu¢do de métodos in silico.
A potencialidade desse tipo de estudo pode levar ao desenvolvimento rapido e de baixo
custo de novas moléculas, quando comparadas ao mesmo tipo de trabalho realizado por
métodos convencionais. Sabendo que os alcaloides constituem uma importante classe de
compostos com diversas atividades bioldgicas relatadas, esse trabalho tem por objetivo
realizar o docking molecular de trés derivados do alcal6ide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-
quinoldiona com a oncoproteina C-MYC. Inicialmente, a partir das estruturas 3D dos
compostos foi determinada a conformacdo mais estavel dos trés derivados e o derivado
que apresentou menor energia foi selecionado para a realizacao do docking molecular. O
composto de menor energia foi o derivado obtido a partir da redu¢do de uma carbonila
cetonica e de duas isoprenilas, se mostrando mais adequado para o estudo de docking
molecular usando o complexo PDB:6UOZ da oncoproteina c-MYC como alvo molecular.
A andlise dos resultados do docking molecular do derivado com o alvo molecular mostrou
diversas interagdes tais como uma ligacdo de hidrogénio com o aminodcido ASP:248 e
uma interacdo partir de uma ligacdo pi como o aminodcido LYS:224, assim como
interacdes de Van der Waals mais distantes do tipo TYR:252, SER:246 e LEU250.
Estudos dos outros derivados que se mostram promissores através do docking molecular

ainda deverao ser realizados.

Palavras chave: alcaloide. 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona. Docking

molecular.



ABSTRACT

The search for biologically active compounds with potential for use in different therapies
follows a new path from the execution of in silico methods. The potential of this type of
study can lead to the rapid and low cost development of new molecules, when compared
to the same type of work performed by conventional methods. Knowing that alkaloids
constitute an important class of compounds with several biological activities reported,
this work aims to perform molecular docking of three alkaloid derivatives 3,3-
diisopentenil-N-methyl-2,4-quinoldione with c-myc oncoprotein. Initially, from the 3D
structures of the compounds, the most stable conformation of the three derivatives was
determined and the derivative that presented the lowest energy was selected for molecular
docking. The compound of lower energy was the derivative obtained from the reduction
of a ketone carbonyl and two isoprenilas, being more suitable for the study of molecular
docking using the PDB:6UOZ complex of c-MYC oncoprotein as molecular target.
Analysis of the results of molecular docking of the derivative with the molecular target
showed several interactions such as a hydrogen bond with the amino acid ASP:248 and
an interaction from a pi bond such as amino acid LYS:224, as well as more distant Van
der Waals interactions of type TYR:252, SER:246 and LEU250. Studies of other

derivatives that are promising through molecular docking should still be carried out.

Keywords: alkaloid. 3,3-diisopentenil-N-methyl-2,4-quinoldione. molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Os alcaloides sdo substancias extraidas principalmente de plantas, mas que também
podem estar presentes em alguns fungos e animais. Possuem cardter bdsico e pertencem ao
grupo de compostos nitrogenados organicos, que apresentam anéis heterociclicos contendo
nitrogénio. A ampla variedade de estruturas dos alcaloides indica os motivos pelos quais, estas

substancias agem sobre sistemas biolégicos (PRIOR, 2005).

Na busca por compostos biologicamente ativos Nunes et al., 2005 relataram o
isolamento do alcaloide 3,3-diisopentenil- N-metil-2,4-quinoldiona a partir das raizes e do 6leo
essencial de Esenbeckia almavillia, além da preparacdo de 11 derivados desse alcaloide.. Esses
compostos tiveram sua acdo antitumoral e antimicobacteriana testadas e apresentaram

resultados significativos.

Sabendo que o planejamento e o desenvolvimento de fairmacos e o uso de técnicas in
silico, sao usadas no entendimento das interacdes intermoleculares e de suas caracteristicas
(CARVALHO, 2003), o presente trabalho tem como objetivo realizar um docking molecular,
utilizando trés derivados do alcaloide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona, com o
objetivo de apontar uma atividade citotoxica. Essa avaliacdo serd realizada através de
simulacdes de ancoragem ou docking molecular com a oncoproteina c-MYC, uma proteina
responsdvel por atuar no ciclo celular de células cancerigenas. Através dessa andlise espera-se
avaliar o modo de interacdo e a afinidade do de um dos derivados com a c-MYC, a fim de
quantificar e qualificar as interacOes quimicas intermoleculares e a estrutura conformacional

entre o derivado selecionado e o sitio ativo escolhido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Alcaloide quinolonico 3,3-diisopentenil-V-metil-2,4-quinoldiona

Entre as principais substancias extraidas das plantas, os alcaloides sdo umas das classes
mais pesquisadas do ponto de vista quimico e bioldgico, devido a sua atividade antitumoral
contra diversas linhagens cancerigenas (EFFERTH; OESCH, 2021). Os alcaloides sao
considerados substancias muito promissoras, uma vez que podem ser utilizadas como

protétipos na pesquisa de novos farmacos com atividade antitumoral.

Um alcaloide € definido como uma substincia organica, de origem natural, ciclica,
contendo um nitrogénio em um estado de oxida¢@o negativo e cuja distribui¢do € limitada entre
os organismos vivos. Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabdlitos com grande
diversidade estrutural, uma vez que podem apresentar diferentes nucleos com sistemas

heterociclicos (BERTOLA, 2014).

O alcaloide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona (1), pertencente a classe dos
alcaloides 2-quinoldnicos isolado do 6leo essencial e do caule de E. almawillia sendo utilizado
usado na preparacdo de uma série de derivados (2-12) (Figura 1) (NUNES, 2005). Para os
alcaloides dessas classes sdo reportadas diversas acgdes bioldgicas com enorme potencial
terapéutico (SHANG et al., 2018; MICHAEL et al., 2008). O alcaloide 3,3-diisopentenil-N-
metil-2,4-quinoldiona € citado em outros trabalhos como substrato na sintese de compostos
zwitteridnicos, um composto eletricamente neutro com uma carga elétrica formal negativa e
positiva sobre os dtomos adjacentes na mesma molécula. Esse trabalho mostra que esse

alcaloide pode ser utilizado na produgiio de aminoacidos (MUNOZ NEGRETE, 2010).

Diante da potencialidade bioldgica dessa classe de alcaloides esse trabalho visa
investigar o potencial de trés derivados do alcaloide 1 com énfase na docking molecular do
derivado de maior potencial frente a oncoproteina c-MYC, com a intencdo de conhecer as

principais interagdes existentes entre o derivado e essa proteina.
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Figura 1: Alcaloide 1 e os derivados 2-12.

2.2 Importancia de estudos tedricos computacionais no desenvolvimento de farmacos

O processo de descoberta de um novo farmaco, ou até mesmo o seu reposicionamento,
¢ uma tarefa de alto custo financeiro que demanda um longo periodo de tempo (HECHT, 2009).
A primeira etapa consiste na selecdo de compostos potencialmente ativos para um determinado
alvo farmacoldgico e essa selecdo pode ser feita através da pesquisa em bibliotecas de
compostos com milhares ou até milhdes de compostos quimicos (PIETRO-MARTINEZ et al,

2018). Diante deste contexto, os métodos computacionais surgiram fortemente como uma
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alternativa de baixo custo para auxiliar e facilitar o processo de selecdo de potenciais novos

farmacos.

A procura por novas estruturas que apresentem atividades bioldgicas e o impacto que as
mesmas podem trazer a saide humana, faz dos estudos tedricos uma técnica muito usada na
academia, industria e institutos de pesquisas em todo o mundo, culminando na crescente
especializa¢do por parte da ciéncia médica e producdo de ferramentas através de bancos de

dados de compostos quimicos (CHERKASOV et al., 2014; DIRAR et al., 2016).

O estudo in silico e técnicas de visualizacdo tem como objetivo fornecer uma
representacao tridimensional do perfil da interacdo entre ligante e alvo biolégico. Nesse sentido,
as técnicas computacionais de simulacido e visualizacdo sdo essenciais no planejamento de
reacional de novo farmacos, ja que € possivel observar a nivel microscépico a interagio entre o

receptor-ligante. (JORGENSEN, 2010).

As simulagdes comegam com situagdes bem simples (simulacdo entre dois compostos
sem interferentes), e a medida que progridem e melhoram seu poder de predicdo, adicionam-se
fatores ao sistema (temperatura, pressao ou até mesmo distor¢cdes na proteina receptora). O fato
de ndo serem 100% fiéis as situacdes reais ndo invalidam sua utilidade, pois os testes in silico
sdo ferramentas que servem como direcionamento para compreender aspectos experimentais.
Nas areas biomédicas existem diversas aplicacdes para o estudo in silico que tem levado a
enormes progressos no desenvolvimento de farmacos (FERNANDES et al., 2013). Atualmente
determinadas linhas de pesquisa, como a gendOmica, a bioquimica de proteinas e outras
biomoléculas, dependem essencialmente dessa ferramenta na predicdo de estruturas

tridimensionais e de interacdes moleculares (FERNANDEZ et al. 2014).

O Virtual Screening € uma estratégia de estudo in silico que ajuda na redugao de custo,
tempo e esforco humano no desenvolvimento de novos farmacos e direcionamento para novos
candidatos, adotando um método de triagem. A estratégia consiste em avaliar a efetividade de
compostos em um determinado contexto frente a um alvo bioldgico, pela afericio de
propriedades como: poténcia, seletividade (geralmente, por meio de estudos da Relagdo
Estrutura Atividade), toxicidade e eficdcia in vivo, baseando-se em estudos experimentais,
auxiliados por andlises computacionais (KESERU; MAKARA 2006). Durante todo o processo,
ligantes candidatos a farmacos podem ter suas estruturas reajustadas para otimizar tais
propriedades, inclusive as propriedades farmacocinéticas (Absor¢do, Distribuigdo,

Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) (DAINA; ZOETE, 2016). Uma das vantagens desse tipo
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de estudo in silico € que podem ser estudados e testados, computacionalmente, componentes
ainda ndo disponiveis fisicamente, além de possibilitar o uso de grandes bibliotecas de

compostos (SOTRIFFER, 2016).

Tendo em vista que de em cada 30.000 moléculas estudadas, 20.000 (66,7%) entram na
fase de estudos pré-clinicos, 200 (0,67%) passam para a fase I de estudos clinicos, 40 (0,13%)
entram na fase I, 12 (0,04%) seguem para a fase III, 09 (0,027%) sao aprovadas pelos 6rgaos
regulatérios, e apenas 01 (0,003%) satisfaz o mercado, trazendo retorno para a indistria que a

desenvolveu, a busca por novos compostos bioativos nunca cessa (CALIXTO; JUNIOR, 2008).

2.3 Ancoragem molecular

A ancoragem molecular, também designada como atracamento, ou docagem (docking),
¢ uma metodologia que fornece o progndstico dos modos de ligagdo de micromoléculas (ou

macromoléculas) ao interagirem com um sitio receptor (BARREIRO, 2015).

O docking molecular ¢ uma metodologia frequentemente relatada em trabalhos de
quimica medicinal e estd entre os métodos quimicos computacionais mais utilizados
(RABELLO, 2012). A técnica oferece rapidez (para o grau de complexidade da anilise),
praticidade (o processo mais exigente, em quesito de hardware, é feito na nuvem, sem
necessidade de o usudrio ter um computador com configuracdes potentes) e permite, de acordo
com os softwares empregados, a possibilidade de envio ou ndo de arquivos (tanto para o alvo
bioldgico quanto para pequenas moléculas) (BARREIRO, 2015). Também existem uma série
de bibliotecas de compostos disponiveis, podendo serem aplicados filtros para selecdo de um
conjunto de moléculas a partir de propriedades fisico-quimicas especificas, dentre outras

caracteristicas. (SOTRIFFER, 2016).

Como j4 citado anteriormente, possiveis moléculas bioativas sdo testadas para um
determinado alvo molecular a fim de estabelecer qual, ou quais, delas poderdo apresentar uma
boa acomodagao ao sitio ativo do alvo. As melhores poses (conformagdes e orientacdes) do
ligante sdao encontradas por algoritmos de busca, enquanto que a classificacdo dessas solugdes
€ conduzida em termos de afinidade pelo sitio de ligacdo via fun¢des de pontuagdo (ou funcdes
de score) com o objetivo de estudar detalhes energéticos das interacdes/ligacdes do sistema

receptor-ligante (GUEDES et al., 2014).
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Os resultados obtidos nos ensaios computacionais sdo dados em termos da energia de
ligacdo necessdria para que a provavel molécula bioativa se ligue ao sitio ativo do alvo
molecular selecionado. A molécula que apresentar a menor quantidade de energia necessdria
para se ligar ao sitio ativo, teoricamente, apresentard melhor resultado de atividade bioldgica,
pois, em sistemas bioquimicos, a estabilidade da formagao do complexo ligante-macromolécula
serd favorecida em detrimento de outras ligacdes de mais alta energia com outros receptores

(GOLAN, 2011).

Dessa forma, o docking molecular permite que diversas estruturas moleculares de
possiveis compostos bioativos sejam testadas a fim de obter um virtual screening, em que
aquelas que se apresentarem como mais promissoras passam para as etapas de sintese e
avaliacdo de suas atividades bioldgicas, acelerando a fase inicial do desenvolvimento de um
novo farmaco e evitando o trabalho desnecessério de sintese e avaliacdo bioldgica de estruturas

nao promissoras (GONCALVES, 2015).

Com o objetivo de um melhor embasamento tedrico para esse trabalho, podemos

resumir as etapas bdsicas de realizacdo do estudo tedrico em:

- Escolha dos ligantes e do alvo bioldgico: Na execucdo do procedimento de triagem
virtual a escolha dos ligantes € uma etapa crucial, uma vez que moléculas com potencial acdao
contra um alvo biolégico devem ser escolhidas de acordo com caracteristicas estruturais ou de
atividade. A utilizacdo de bibliotecas virtuais de compostos quimicos também pode ser
utilizada, uma vez que esses bancos de dados apresentam uma grande variedade de compostos,
incluindo moléculas ja conhecidas e consagradas por suas atividades bioldgicas e terapéuticas,
tanto de origem natural como sintéticos. A qualidade da base de dados utilizada € de vital
importancia, pois € a fonte de onde serdo selecionados os compostos promissores para futuros

ensaios biologicos (BROWN et al., 2000).

A escolha do alvo bioldgico também € realizada em bancos de dados especificos como
o Protein Data Bank (PDB). Considerado como o principal repositdrio de dados estruturais de
biomoléculas o PDB nas ultimas décadas vem crescendo exponencialmente em nimero de
moléculas depositadas. Seus dados sdo organizados em arquivos textuais nos quais, além das
coordenadas atdmicas, uma série de outras informacdes adicionais sdo apresentadas
(GONCALVES, 2015). Essa base de dados contém estruturas de biomoléculas tais como
proteinas, DNAs, RNAs e seus ligantes, obtidos por técnicas como Ressonincia Magnética

Nuclear (RMN), cristalografia por difracdo de raios-X ou de néutrons (BERMAN, 2000). Nos
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dados de cristalografia € possivel checar certos parametros que aferem a qualidade dos dados
gerados, verificar residuos ou d&tomos ndo presentes no mapa de densidade eletronica, baixa

ocupancia e conformacodes alternativas.

RCSB PDB  Deposit ~ Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~ Documentation »  Careers

192429 Biological
-
- r = B oo S ~ PDB Archive @ |

Enabling Breakthroughs in
PROTEIN DATA BANK Researchand Education

$PDE @uooco Rilmee 0w

: \ 1o
_#\\ Developers: Join the RCSB PDB Team

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and [ all aspects of and agriculture,
from protein synthesis to health and disease

Advanced Search | Browse Annotations

#® Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data.

Q Search . i
The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for

research and education in molecular biology, structural biology. computational

Figura 2: P4gina inicial do Protein Data Bank.

- Desenho e preparacdo dos ligantes: Nessa etapa os ligantes escolhidos para interacao
com o alvo bioldgico tem suas estruturas desenhadas em formato 3D com posterior otimizagao,
a fim de se obter a conformacdo de menor energia. Diversos softwares podem ser utilizados
para realizar essa etapa do trabalho, um deles é o Spartan Pro 1.0® que apresenta recursos
disponiveis para célculo de energia, geometria molecular de equilibrio, geometria de estado de
transicdo, conformidade de equilibrio, distribuicdo de conformacao, perfil de energia e anélise

de similaridade (HEHRE, 1999).

- Etapa de escolha do GRID: Consiste em escolher e identificar o sitio ativo do alvo
bioldgico para realizar o docking, por meio do fornecimento de valores de coordenadas. Em
geral trabalha-se com regides ativas do alvo bioldgico baseadas em trabalhos descritos na
literatura. O sitio ativo também € conhecido pela expressao chamada GRID, pelo fato da regido

escolhida ter um formato de um cubo (VOLKAMER, 2010).

- Tratamento do alvo bioldgico: Para a realizagdo do docking molecular, o alvo
bioldgico deve ser tratado em soffware, com o objetivo de remover moléculas de dgua do
complexo e outros residuos indesejaveis, a fim de que ndo ocorram interacdes paralelas, que
atrapalhem a visualizacdo da interagdo com o ligante escolhido. O BIOVIA Discovery Studio
Visualizer® (DSV) é um dos softwares destinado a esse tipo de tratamento, podendo ser usado
na andlise e modelagem estrutural de ligantes, além de fornecer outros dados relevantes o estudo
tedrico. O DSV também inclui funcionalidades de visualizacdo e edi¢cdo de dados juntamente

com ferramentas para realizar anélises basicas de dados (JEJURIKAR, 2021).
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- Docking molecular. consiste no processo de reunir todos os arquivos obtidos do ligante
e do alvo bioldgico. Também sdo fornecidos os valores de energia envolvidos na interagdo

(energia de afinidade, energia de van de Waals e energia total de ligacdo).
2.4 Proteina c-MYC

A ¢c-MYC € uma proteina de 62 kDa (439 aminodcidos) e pertence a classe bdsica de
fatores de transcri¢do estando associada a multiplos processos celulares, incluindo proliferagao,
diferenciagdo, apoptose e metabolismo (SAMMAK et al., 2019). Alteracdes no gene que
codifica essa protreina sdo responsaveis por cerca de 40% dos tumores cancerigenos, incluindo
linfoma de Burkitt, tumores epiteliais e linfoma de células B. Isso se deve ao c-Myc ndo ser
apenas um regulador critico da proliferacdo celular, mas também um regulador de outros
processos metabdlicos, incluindo a glicdlise. Sabe-se que as células tumorais favorecem a
glicélise, conhecida como efeito Warburg, e o c-Myc aumenta os niveis de transportadores de
glicose e enzimas glicoliticas. Como regulador mestre de muitos dos processos associados ao

cancer, o c-Myc € um alvo terapéutico atraente (MILLER, 2012).

7

Atualmente, sabe-se que o c-myc, gene de transcricdo da proteica c-MYC, ¢é
superexpresso na maioria das linhagens tumorais. O potencial oncogénico desse gene decorre
de sua capacidade de se ligar a sequéncias regulatérias em milhares de genes-alvo
(BLACKWOOD; EISENMAN, 1991). A superexpressio do c-myc pode acarretar a
instabilidade genética, a mortalidade celular, a reducdo na adesdo celular a matriz, a
angiogénese e a hipertrofia celular, fatores que colaborativamente permitem a progressao
tumoral (MOGNOL, 2008). Tal desregulacdo pode ocorrer através de alteracOes epigenéticas,
amplificacOes, translocagdes cromossdmicas, mutagdes que rompem um dos muitos

mecanismos que controlam sua expressdao e mutacdes em sua propria proteina (ARVANITIS;

FELSHER, 2000).

Sabendo que a c-MYC é uma das oncoproteinas mais importantes decorrentes dos
tumores humanos, sugere-se que terapias eficazes para tratar o cincer podem resultar da
descoberta de moléculas semelhantes a drogas que interferem no c-MYC em células
cancerigenas. Consistente com essa nocdo, o c-MYC € um alvo anticancerigeno altamente
validado, pois a inibicdo genética do c-MYC causa consistentemente a regressdo do tumor

(SOUCEK, 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar o docking molecular de um derivado do alcaléide 3,3-diisopentenil-N-metil-

2,4-quinoldiona.

3.2 Objetivos especificos

Encontrar a conformac¢do mais estdvel de trés derivados do alcaléide 3,3-diisopentenil-

N-metil-2,4-quinoldiona através da minimizacao de energia dos compostos.

Identificar o derivado com maior potencial para o docking molecular com a oncoproteina

c-MYC.
Realizar o docking molecular do derivado selecionado.

Avaliar as principais interacdes entre o derivado selecionado e o oncoproteina c-MYC.
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4 METODOLOGIA
4.1 Recursos computacionais

Nesse trabalho foi utilizado um computador Intel(R) Core (TM) 15-2400 CPU @
3.10GHz com Sistema Operacional de 64bits durante as etapas de modelagem, ancoramento

molecular e analise dos resultados.

O PDB ¢ o banco de dados que contém a estrutura do alvo bioldgico. Para construgdo e
otimizacdo das estruturas dos alcaloides, utilizou-se o software Spartan Pro 1.0%. A escolha do
sitio ativo (GRID) e o tratamento do alvo bioldgico foram feitos utilizando-se o Discovery
Studio Visualizer® (DSV) (versdo 21.1), além de ser usado na observacdo das interacdes

resultantes do docking molecular. O processo de docking molecular foi realizado no Dockthor.

4.2 Escolha do alvo molecular

O complexo escolhido para andlise foi o de cédigo PDB:6UOZ. O alvo de estudo é
conhecido e relatado na literatura como um complexo de proteina de ligacdo do gene c-Myc a
proteina 5 (WDRS5) localizado numa regido do gene onde ocorrem superexpressoes e
desregularizac@o do ciclo, contribuindo para crescimento de tumores. O complexo tem sitio
ativo conhecido, pois existem testes utilizando a sulfonamida como inibidor. Por isso, o estudo
acerca desse complexo se torna importante para desenvolver tratamentos terapéuticos, de forma
a inibir o crescimento tumoral e minimizar a desordem do ciclo celular. O complexo

PBB:6UOZ foi tratado no software DSV para a remocao de residuos indesejaveis.

Figura 3: Visualiza¢do em 3D do complexo PDB:6UOZ na plataforma PDB.
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4.3 Obtencao das estruturas tridimensionais dos ligantes e otimizacao

Para exploragdo das estruturas quimicas do alcaloide 1 e seus derivados 2-12 foi
necessdrio realizar a construgdo das estruturas em formato 3D usando-se o programa Spartan
Pro 1.0®. A seguir, no mesmo software, essas estruturas passaram por etapas de minimizagio

de energia através da obten¢do da conformacgdo de maior estabilidade da molécula.
4.4 Escolha do GRID

Usando o software DSV, o tamanho escolhido do GRID foi suficiente para envolver
todos os aminodcidos do sitio ativo e adjacentes, quando interagir com o ligante. Nesta fase, o
processo de defini¢do do sitio ativo especifico do complexo se baseou em estudo anterior da
proteina, em que que relatou inibi¢do utilizando um tipo de sulfonamida atuando como ligante
(CHACON SIMON, 2020). Portanto, o sitio ativo escolhido serd o mesmo que foi explorado

em estudos anteriores.

Os hidrogénios polares foram adicionados na estrutura do alvo bioldgico, essa é uma
correcdo que deve ser feita antes do docking molecular, uma vez que a cristalografia por
difracdo de raios-X (responsavel por gerar a grande parte das estruturas de proteinas contidas
no PDB), em geral ndo possibilita a visualizacdo 4tomos de hidrogénio, devendo ser obrigatdria
a insercdo dos mesmos através do software, que leva em conta também o pH e contexto

quimico-estrutural do alvo a ser protonado.
4.5 Docking molecular

O docking molecular foi realizado através da plataforma DockThor 2.0®, fornecida e
mantida pelo LNCC (Laboratorio Nacional de Computacdo Cientifica). Nessa etapa, as
coordenadas do GRID, os arquivos obtidos dos ligantes e do alvo bioldgico e o foram reunidos

e inseridos na plataforma, para a realizacdo do processo de ancoragem.

Apds a ancoragem ser concluida, foi feito o download dos arquivos para serem
visualizados no DSV, a fim de visualizar as interacdes (ocasionados no sitio ativo, definido
etapa de escolha do GRID) que ocorrem durante a ancoragem. Vale ressaltar que, além de
realizar o docking, a plataforma fornece ao final os valores de energia envolvidos nas interacdes

(energia de afinidade, energia de van de Waals e energia total de ligacdo).
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Figura 4: Defini¢éo das coordenadas do GRID (escolhidos na etapa anterior) na plataforma DockThor 2.0®. O

GRID ¢ representado em formato ctibico.

Importante ressaltar que o processo ndao consumiu nenhum recurso especifico de
hardware do computador, uma vez que o processo ocorreu na nuvem, por meio de maquinas
virtuais, tornando sua utilizacao facilitada e deixando o processo mais rdpido. Na utilizacdo do
Dockthor, multiplas interacdes sdo feitas sobre a energia de interacdo (scoring), poupando

multiplos ciclos de processamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizacao das estruturas dos derivados 4, 10 e 11

Baseando-se nos resultados de atividade antitumoral obtidos por Nunes et al. 2005, os
derivados 4, 10 e 11 foram escolhidos como potenciais ligantes para o estudo de docking
molecular. Inicialmente as estruturas desses derivados 4, 10 e 11 foram desenhadas para

posterior etapa de minimizacdo de energia, as conformagdes obtidas estdo apresentadas na

tabela 1.
Energia
Substrato Estrutura 2D Estrutura 3D otimizada
(KJ/mol)
4 91,4356
10 -49.7110
11 -31,4197

Tabela 1: Comparacdo entre visualizagdo 2D e visualizagdo 3D dos compostos 4, 10 e 11 apds otimizagdo de

suas estruturas (visualizac@o tridimensional obtida pelo programa Spartan Pro 1.0®)

De acordo com os valores de energia das estruturas otimizadas, evidenciou-se que o
derivado 10 foi o que apresentou menor energia, dessa forma sabemos que o mesmo podera

apresenta uma maior energia de afinidade com um alvo bioldgico. A energia de afinidade alta
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favorece a formacgdo de interacdes intermoleculares entre o ligante e o alvo bioldgico. Dessa
forma, neste trabalho o derivado 10 foi escolhido para realizar os célculos de docking molecular

(CARVALHO, 2011.).

OH

Figura 5: Estrutura do derivado 10.

5.2 Visualizacao de dados obtidos no docking molecular

Ap6s os célculos de docking molecular utilizando a proteina receptora e o derivado 10,
foi possivel identificar os residuos de aminodcidos presentes, que sao as fracdes do sitio ativo
da molécula que realizam interacdes intermoleculares com o composto ligante, considerando
para isso as melhores poses e scores de pontuagdo, fornecidas pelo arquivo gerado no DockThor
2.0®. Para dar inicio a andlise, com o DSV e o ligante abertos na mesma area de trabalho,

escolhe-se a opcao ligand interactions.

E importante perceber que o DSV usa cores-padrio para indicar os tipos de interagao,
mas que podem ser personalizadas. As linhas tracejadas representam os contatos nao-

covalentes, sendo cada cor referente a uma categoria (natureza) de interacao.
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Figura 6: Docking da Molécula 1 (roxo) realizado no DockThor 2.0®. Representa¢do visual da melhor pose

encontrada em 3D (Realizada através do programa Discovery Studio Visualizer ®).

Durante a andlise do software, € possivel também expandir o sitio de interacao entre a
proteina e o sitio ligante. Dessa forma, € possivel verificar mais tipos de interacdes existentes
entre as estruturas dos dois elementos. O software indica quais sao os tipos de interagdes de

acordo com cores, podendo ser vistas na figura 8.

Na etapa de inspecdo, apds observar a conformacao ativa do ligante, € possivel priorizar
os contatos ndo-covalentes mais relevantes. Para tal, habilitando o painel de monitoramento do
DSV, a aba NON-BOND permite ao usudrio caracterizar as interagdes presentes no complexo,
ao mesmo tempo, verificando quais sd@o os parametros geométricos (distancia e angulo)

associados.

LYS

B:224
o~
R
H
- " “[ASP
g B:248
LEU
3 SER
R0 B:246
Interactions
[:] van der Waals [:] Pi-Alkyl

Conventional Hydrogen Bond

Figura 7: Docking da Molécula 1 (roxo) realizado no DockThor 2.0®. Representagdo visual

em 2D. (Realizada através do programa Discovery Studio Visualizer®).

A atividade bioldgica de um ligante estd relacionada com sua afinidade ao receptor (alvo
bioldgico). Determinados modos de conformacao no encaixe do sitio ativo da enzima ocorrem
para maximizar os contatos com residuos especificos da enzima, o que aumentam as
contribuicdes eletrostaticas, hidrofébicas, e de Van der Waals na formacao do complexo. Foi

possivel identificar os residuos de aminodcidos presentes na interagao receptor-ligante de maior
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interacdo apresentando ligac@o de hidrogénio com o aminodcido ASP:248. E uma observagao
importante, pois o reconhecimento de um composto como sendo um potencial inibidor
enzimdtico envolve fundamentalmente a participacdo de ligagdes de hidrogénio com residuos

de aminoacidos do sitio ativo.

A interacdo com o ligante ocorreu a partir da ligacao (pi) com o aminodcido LYS:224,
como indica a linha tracejada em roxo. Essa interagdo ocorre entre elétrons n do anel benzénico
e o residuo do aminodcido da proteina. Essa interacao € mais estdvel e, consequentemente, leva

a diminui¢d@o da energia de interacdo intermolecular do complexo formado.

A figura 7 ainda exp0e outras interacOes mais distantes, os residuos de aminoacidos que
mostram diferentes interacdes presentes sdo: TYR:252, SER:246 e LEU250 sendo interacoes
de Van der Waals. Essas interagdes consideram todo o complexo receptor-ligante e os residuos
de maior interacdo com o farmaco. Esse tipo de interacao € considerado fraco, porém, as forcas
de dispersdo sdo de extrema importancia para o processo de reconhecimento molecular do
farmaco pelo sitio receptor, uma vez que normalmente se caracterizam por interacdes multiplas

que, somadas, acarretam contribuicdes energéticas significativas.

O estudo in silico do derivado 10 do alcaloide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona
pode ser relacionado com outros estudos acerca da atividade desses alcaloides em linhagens
importantes para combater o crescimento tumoral. Além disso, a andlise do DSV pode ser
relacionado com os estudos que sugerem que a presenca de grupos alquila e carbonila podem

influenciar na atividade antitumoral do composto (NUNES, 2005).
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6 CONCLUSAO

O estudo realizando recursos da quimica computacional se mostra eficaz em fornecer
informacdes acerca de interacdes entre os ligantes selecionados e a proteina escolhida como
alvo biolégico. O docking molecular ¢ uma dessas feraamentas que vem contribuindo na

descoberta de caminhos terapéuticos para combater diferentes linhagens tumorais.

O derivado do alcaloide 3,3-diisopentenil-N-metil-2,4-quinoldiona, utilizado como
ligante frente a proteina c-MYC através de docking molecular, apresentou resultados que
confirmaram seu potencial como agente antitumoral em trabalhos anteriores descritos na
literatura. As forcas intermoleculares observadas entre o derivado e a proteina foram
principalmente ligacOes de van der waals, ligacdes pi e pontes de hidrogénio, que segundo a
literatura favorecem a interacdo com a proteina. Esses resultados sugerem que os outros
derivados, que tiveram suas conformacoes definidas através de minimizacdo de energia, sao

potencias ligantes para estudos de docking molecular.
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