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RESUMO

A espécie Stemodia maritima Linn (Plantaginaceae), popularmente conhecida como matruz-
bravo ou melosa, apresenta o diterpeno estemodina como principal constituinte quimico, para
o qual sdo relatadas propriedades antibidticas, antitumorais, antimitdticas, antivirais e anti-
inflamatdrias. Andlogos oximicos da estemodina demonstraram potencial anticancerigeno,
inclusive, para linhagens de células de carcinoma de c6lon humano (HCT-116). De acordo com
a Organizacao Mundial da Sadde (OMS), o cancer colorretal € o terceiro tipo de cancer mais
comum no mundo e segunda principal causa de morte por cancer. Diante dessa problematica,
realizou-se um estudo in silico da atividade anticancerigena de derivados oximicos da
estemodina com base nos resultados in vitro, com objetivo de desenvolver um novo anélogo da
estemodina com maior potencial bioativo. Esse estudo analisou a via metabdlica das enzimas
PI3K como estratégia terapéutica do controle de células cancerigenas. A inibi¢do de PI3K
auxilia na regulacdo do crescimento celular e induz a morte programada das células
cancerigenas. A presenca de regides de interacOes alquilicas, pi-alquilicas e pi-pi em forma de
T e andlise de aromaticidade no sitio ativo da macromolécula possibilitaram a projecdo de um
derivado estemodano benzoilado (STEM-Bz). A atividade anticancerigena de STEM-Bz foi
simulada in silico por meio de docagem molecular, apresentando a formacao de um complexo
mais estdvel de baixa energia (-9,32+0,03 kcal.mol™"). O ICso simulado para o derivado
benzoilado foi de 14,69 uM, nao revelando toxicidade. O perfil farmacocinético apresentou
propriedades ideais de absor¢do, distribui¢cao, metabolismo e excre¢do no organismo humano.
Desta forma, o derivado semissintético STEM-Bz foi obtido a partir de uma abordagem in silico

aplicada a Quimica Medicinal Computacional e terd sua atividade in vitro avaliada.

Palavras-chave: estemodina; estudo in silico; atividade anticancerigena.



ABSTRACT

The species Stemodia maritima Linn (Plantaginaceae), popularly known as matruz-bravo or
melosa, has the diterpene stemodine as its main chemical constituent, for which antibiotic,
antitumor, antimitotic, antiviral and anti-inflammatory properties are reported. Oximic
analogues of stemodin have demonstrated anticancer potential, including for human colon
carcinoma cell lines (HCT-116). According to the World Health Organization (WHO),
colorectal cancer is the third most common type of cancer in the world and the second leading
cause of death from cancer. Faced with this problem, a in silico study of the anticancer activity
of the oximic derivatives of stemodin was carried out in comparison with the in vitro results,
with the aim of developing an analogue of stemodin with greater bioactive potential. This study
analyzed the metabolic pathway of PI3K enzymes as a therapeutic strategy for controlling
cancer cells. Inhibition of PI3K helps regulate cell growth and induces programmed death of
cancer cells. The presence of regions of alkyl, pi-alkyl and pi-pi T-shaped interactions and
aromaticity analysis in the active site of the macromolecule made it possible to design a
benzoylated stemodane derivative (STEM-Bz). The anticancer activity of STEM-Bz was
simulated in silico through molecular docking, showing the formation of a more stable, low-
energy complex (-9.32+0.03 kcal.mol!). The simulated ICso for the benzoylated derivative was
14.69 uM, revealing no toxicity. The pharmacokinetic profile showed ideal absorption,
distribution, metabolism and excretion properties in the human body. In this way, the semi-
synthetic derivative STEM-Bz was obtained from in silico approach applied to Computational

Medicinal Chemistry and will have its in vitro activity evaluated.

Keywords: stemodin; in silico study; anticancer activity.
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1. INTRODUCAO

As propriedades terap€uticas de recursos naturais para a manutencao da satude foi e
continua sendo uma pratica comum. Dentre a variedade de produtos naturais, as plantas
medicinais sdo amplamente utilizadas e conhecidas por desempenhar um papel importante na
terapia e tratamento de doencas (VIANA e RAMOS, 2019). No que se refere ao Brasil, a
abrangéncia de produtos fitoterdpicos € notéria. Conforme Flério (2019), mais de 90% da
populacdo faz usos de fitoterdpicos no tratamento de doencas.

As plantas medicinais apresentam uma variedade de substincias quimicas
bioativas, formadas por diferentes arranjos estruturais e desempenham papel importante no
desenvolvimento cientifico (BRAHMACHARI, 2018). Como exemplos pode-se citar os
alcaloides, terpenoides e compostos fenolicos, que se destacam na literatura por apresentarem
atividades bioldgicas importantes (MATHUR e HOSKINS, 2017; MONTEIRO e
BRANDELLI, 2018; SIMOES, 2017).

A estratégia de obtencdo de derivados semissintéticos, a partir de metabdlitos
bioativos isolados de plantas, € uma importante ferramenta de pesquisa e inovagdo para
obtenc¢do de moléculas com propriedades farmacoldgicas potencializadas (OTLES e OZYURT,
2021).

Neste contexto, este trabalho envolve o estudo da espécie Stemodia maritima,
popularmente conhecida como melosa ou matruz-brabo. A espécie S. maritima € bastante
dispersa no Nordeste brasileiro, se desenvolvendo em regides de estudrios, apresentando
propriedades antivirais, antifingicos e antibacterianos (OLIVEIRA, 2021). Outros estudos
ainda reportam atividades como biocontroladora (ARRIAGA et al, 2017), antioxidante
(SILVA et al., 2014) e citotoxica (TEIXEIRA et al., 2017).

S. maritima € constituida, principalmente, por diterpernos da classe dos
estemodanos. Os estemodanos, representados na Figura 1, apresentam um esqueleto tetraciclico
composto por um sistema [3.2.1] octano e um sistema de anéis policiclicos de estereoquimica

trans fundidos.
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Figura 1: Esqueleto quimico estemodano

17

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A estemodina (1) é o principal estemodano ativo extraido de S. Maritima. A
estemodina apresenta similaridade estrutural com a afidicolina (2), como apresentado na Figura
2, cujas atividades citotdxicas e anticancerigenas sao relatadas na literatura. Devido a toxicidade

acentuada da afidicolina, a estemodina se tornou um potencial alvo de pesquisa (GOMEZ-

GALENO et al., 2021).

Figura 2: Estrutura da estemodina e afidicolina

HO/,"

@ (2

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Transformacdes quimicas na estrutura da estemodina sdo estudadas para
potencializar a atividade citotoxica e anticancerigena da substancia. Derivados oximicos da
estemodina produzidos por Oliveira e colaboradores (2024) apresentaram relativa atividade
anticancerigena no controle de linhagens de células mutagénicas, dentre as quais destaca-se a
inibicdo de células HCT-116, linhagem de células de cancer colorretal (TUBA; SERDAR e
BETUL, 2022).

O cancer colorretal é o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo,
representando aproximadamente 10% de todos os casos de cancer; sendo a segunda principal

causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo. O cancer colorretal € frequentemente
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diagnosticado em estdgios avangados, quando as op¢des de tratamento sdo limitadas (WHO,
2023).

Uma estratégia para o tratamento e remissao do cancer coloretal se d4 pela obtencao
e desenvolvimento de novas substancias bioativas. Com auxilio da quimica computacional
medicinal, novas substincias foram desenvolvidas através de estudos in silico, com
propriedades farmacé€uticas aprimoradas e toxicidade reduzida (HOLANDA, 2021),
envolvendo principalmente como alvo as enzimas PI3K, que, por regulacdo da via leva a morte
celular por apoptose (SANAEI et al., 2021).

O emprego da quimica computacional medicinal promoveu a elucidacdo de
mecanismos fisiopatoldgicos e farmacoldgicos, que auxiliou no melhor entendimento do
processo de reconhecimento molecular e das propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas de
candidatos a farmacos (MELQUIDE et al., 2024). Os estudos da relagao estrutura-atividade
promovidos pela quimica computacional medicinal s@o udteis para compreender e justificar o
mecanismo de ac¢do de substincias bioativas em nivel molecular e permite o desenvolvimento
de novos compostos com propriedades bioldgicas desejaveis (HOFFMAN e GASTREICH,
2019). Assim, os estudos da relagdo estrutura-atividade tornam-se essenciais em projetos de
desenvolvimento e caracterizac@o de substancias bioativas. A predic¢ao e avalia¢do do potencial
biolégico de novos compostos, usando relagdes matemdticas baseadas em propriedades
estruturais, fisico-quimicas e conformacionais de compostos previamente testados, tem grande
relevancia na descoberta de novos compostos bioativos (YANG et al., 2020).

O uso de ferramentas computacionais como ancoragem molecular (docking
molecular), dinamica molecular, desejabilidade MPO (Maximum Pharmacological Outcome)
de funcdes ADME (Absorcido, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) estimativas, locais de
metabolismo, predi¢do de propriedades fisico-quimicas, aplicadas a compostos organicos para
avaliar e caracterizar atividades bioldgicas, vem crescendo exponencialmente (SINGH e
BHARADVAIJA, 2021).

Com o advento de novas tecnologias, abordagens e metodologias usadas durante o
planejamento e caracteriza¢ao de substancias bioativas alteraram-se com o decorrer dos anos.
Com o aumento de estudos que utilizam produtos naturais como fontes de moléculas com
atividade bioldgica e de triagens bioldgicas automatizadas em alta escala, o uso de técnicas
computacionais ja pode ser considerado como parte essencial do desenvolvimento em vérios
estdgios do processo de planejamento e descoberta de um novo composto hit

(ZIMMERMANN, 2018; HOFFER et al., 2018).
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Diante dessa perspectiva, essa pesquisa teve como principal objetivo o estudo in
silico da atividade anticancerigena dos derivados oximicos da estemodina em comparacdo com
os resultados in vitro descritos por Oliveira e colaboradores (2024), no desenvolvimento de um
andlogo da estemodina com maior potencial bioativo. O alvo dos estudos envolveu as enzimas

PI3K, presentes nas células de carcinoma de c6lon humano (HCT-116).
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2. OBJETIVOS
2.1 — Objetivo Geral
Realizar estudos in silico de derivados semissintéticos da estemodina e obter um composto mais

ativo no controle de linhagem de células de carcinoma de c6lon humano (HCT-116).

2.2 — Objetivos Especificos

e Avaliar mecanismos de progressdo de cincer colorretal através de biologia de redes e
andlise de ontologia génica;

e Avaliar o potencial anticincer in silico de estemodanos a fim de justificar as propriedades
por meio da relagdo de esqueleto, fungdo e interagdes intermoleculares promovidas com
sitio ativo do alvo molecular;

e Projetar um novo composto bioativo estemodano com propriedades mais acentuadas na
regressao do cancer colorretal e idealidade de perfis farmacocinético e téxico;

e Isolar e purificar estemodina de Stemodia maritima;

e Obter novo derivado bioativo da estemodina.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Sobre o género Stemodia

Representada por ervas e arbustos, € um género de plantas de florescéncia, perenes
com folhas simples, dentadas, sésseis, com filotaxia opostas cruzadas e presenga de tricomas,
possui inflorescéncia em cachos, com flores em tom lilds (CHAMY et al., 1991; HASSLER,
2018 caput ROSKOV et al., 2018).

O género Stemodia pertence a familia Plantaginaceae e é representado por cerca de
127 espécies distribuidas na Asia, Africa, Austrdlia e Américas. Destas espécies, apenas o0ito
tém sido previamente estudadas: S. chilensis, S. durantifolia, S. foliosa, S. grossa, S. kingii, S.
maritima, S. trifoliata e S. viscosa (CHAMY et al., 1991; SILVA et al., 2009).

O estudo quimico destas espécies tem apresentado diversas classes de metabdlitos
secundarios, como flavonoides isolados de S. viscosa (RAMESH; NAIR e SUBRAMANIAN,
1979) diterpenos labdanos derivados do 6xido de manoila, encontrados em S. trifoliata e S.
foliosa (SILVA et al., 2009) diterpenos com esqueletos estemodano, estemarano e abietano
encontrados nas espécies S. chilensis e S. maritima (CHAMY et al., 1991).

Além destes, S. kingii é encontrada na Austrdlia e considerada uma planta téxica,
tendo sido responsavel pela morte de ovinos e caprinos anualmente. O estudo quimico desta
espécie confirmou a presenca de duas toxinas, os estemodinosideos B3 e B4, definidos como
glicosideos esteroidais curcubitanos (ALLEN e MITCHELL, 1998).

S. grossa era tradicionalmente usada por povos aborigines australianos para o
tratamento do reumatismo, dor de cabeca e resfriados, embora esta espécie ndo tenha sido
quimicamente estudada (SWEENEY et al, 2001). S. durantifolia também nao apresentou
relatos de seu estudo quimico, embora no Haiti seja usada como agente antifertilidade
(WENIGER; HAAG-BERRURIER e ANTON, 1982).

O estudo das espécies do género identificou algumas classes de metabdlitos
secundérios, como compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos esteroidais, curcubitacinas,
esteroides glicosilados e diterpenos (RODRIGUES et al., 2010; SILVA et al., 2008; SILVA;
SILVEIRA e PESSOA, 2010).

O género Stemodia é rico em compostos diterpenos denominados estemodanos
(Figura 1) cuja estrutura apresenta um esqueleto tetraciclico composto por um sistema [3.2.1]

octano e um sistema de anéis policiclicos de estereoquimica trans fundidos (JIN ef al., 2021).
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3.2 Sobre a espécie Stemodia maritima

A espécie Stemodia maritima Linn (Figura 3), popularmente conhecida como
matruz-bravo ou melosa (SILVA et al., 2006), pode ser encontrada em paises da América do
Sul e em ilhas do Caribe. S. maritima Linn pertence a familia Plantaginaceae (tradicionalmente

o género Stemodia era classificado na familia Scrophulariaceae).

Figura 3: Espécie Stemodia maritima em habitat natural

Fonte: https://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/15015148887/in/photostream/

Cresce selvagem no nordeste do Brasil préximo ao mar. E uma planta perene, isto
€, uma planta que sobrevive por mais de um ciclo sazonal. Apresenta pequeno porte, constituida
de ramificacdes em toda extensdo de seu caule revestidas por pilosidade esbranquicada. Os
ramos sao eretos com folhas dentadas, simples e opostas. Fruto € seco e do tipo capsular. As
sementes sdo pequenas e numerosas e os racemos de flores sao axilares e apresentam coloracdes
que variam do esbranquicado ao violeta (CHAMY, 1991).

A S. maritima Linn tem sido amplamente utilizada na medicina popular para o
tratamento de doencas sexualmente transmissiveis, gastralgia, edema e inflamacdes. Por sua
vasta aplicabilidade no tratamento de enfermidades, a planta também ¢ conhecida como “a forca
do homem pobre” (HUFFORD et al., 1991).

Além disso, as folhas e o caule, possuem atividade antiviral, citotéxica, larvicida e
bactericida (RODRIGUES et al., 2010; SILVA, 2013). Oleos essenciais obtidos a partir de
folhas e flores de S. maritima apresentaram potencial atividade larvicida e praguicida no

combate ao desenvolvimento do Aedes aegypti (ARRIAGA et al., 2007).


https://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/15015148887/in/photostream/
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Em estudos realizados com compostos obtidos do extrato etandlico das folhas e
raizes de S. maritima Linn, constatou-se importantes atividades anti-inflamatéria e antioxidante
do metabdlito crenatosideo (SILVA et a., 2014).

Outros metabdlitos, tais como a estemodina e estedinodisideo B apresentaram-se
como agentes antimicrobianos aprecidveis, no controle de bactérias de tipo Escherichia,
Pseudomonas, Staphylococus, Bacillus, Vibrio, Listeria e Aeromonas (SILVA et al., 2014).

O extrato etandlico das folhas de S. maritima Linn apresentou atividade anti-
inflamatdria promissora no combate ao estresse oxidativo e reabsorcao 6ssea em ensaios in vivo
contra periodontite, possibilitando concentracdo dos niveis de citocina no tecido gengival
(TEIXEIRA et al., 2017).

O efeito neurofarmacoldgico e a avaliacdo do estresse oxidativo também foram
estudados em estudo in vivo. Como resultado concluiu-se que o extrato dessa planta atua como
antidepressivo, ansiolitico e sequestrador de radicais livres, cuja, atividade depende da dose
administrada e area analisada (SOUSA, 2017).

Alguns estudos denotam sobre uma potencial atividade hidropisica, gastroenteral e
intramuscular da S. maritima em sua capacidade para restitui¢do do tecido e diminui¢do do

estresse oxidativo causado por desenvolvimento de radicais livres (SILVA et al., 2006).

3.3 Composicao quimica da Stemodia maritima

Muitos metabdlitos tém sido relatados para Stemodia, onde os principais
compreendem a compostos pertencentes a classe diterpenoides. Os estudos iniciais sobre a
constituicdo fitoquimica desta planta teve inicio em 1973, a partir da investigacdo do extrato
etandlico das folhas desta espécie, realizadas por Manchand e colaboradores. Neste estudo,
foram identificados e caracterizados dois diterpernos tetraciclicos incomuns, estemodina (1) e
estemodinona (3) (MANCHAND et al., 1973). Posteriormente, estemarina (4) (MANCHAND
e BLOUNT, 1975); maritimol (5) e estemodinol (6) também foram identificados (HUFFORD;
GUERRERO e DOORENBOS, 1976). A estrutura desses compostos pode ser observada na
Figura 4.

Ao longo dos anos, outros metabdlitos foram sendo identificados nas diversas
partes da planta, como demonstrado na Figura 4. Entre estes incluem-se; estemolideo (7),
triptolideo (8), tripdiolideo (9) (MANCHAND e BLOUNT, 1976); 2-desoxi-estemodina (10)
(KELLY et al., 1983); maristeminol (11), estemodinosideo A (12), estemodinosideo B (13),
(HUFFORD; OGUNTIMEIN e MUHAMMAD, 1992); (55*,8S*,9R*,10S*)- 11B,12B-epoxi-
9-a-hidroxi-19(4—3)abeo-abieta-3,13-dieno-9,18-olideo (14) 5,7,4-triidroxi3,8,3” -trimetoxi-
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flavona (15), glucopiranosilstigmasterol (16), 3/3-O-D-glucopiranosil-§-sitosterol (17) e 5,7,4-
triidroxi-8,3’-dimetoxi-flavona (18) (RODRIGUES et al., 2010); isocrenatosideo (19),
verbascosideo (20), crenatosideo (21), isoverbascosideo (22) (SILVA et al., 2014).

Silva e colaboradores (2014) também relataram a pesencga de jaceidina (23) em S.
maritima, uma flavanona que apresenta atividade antioxidante e antibacteriana (ALLISON et
al., 2017).

Arriaga e colaboradores (2007) identificaram [-cariofileno (24), cariofila-
4(14),8(15)-dien-a-ol (25) e 14-hidroxi-9-epi-B-cariofileno (26) em 6leos essenciais extraidos
a partir de folhas e flores de S. maritima, e associaram ao potencial da espécie em promover
controle da propagacdo e desenvolvimento de Aedes aegypti, obtendo mensuraveis resultados
para atividade larvicida e praguicida do vetor nos estagios larvais e adultos.

A estemodina (1) € o diterpeno estemodano mais relatado de S. maritima. Possui
varios andlogos hidroxilados obtidos por biotranforma¢des microbianas, e alguns tém
apresentado atividade antiviral (BUCHANAN e REESE, 2001). O Estemodinosideo (12 e 13),
outro composto extraido da Stemodia maritima Linn., apresenta atividade antibacteriana contra
cepas de Klebsiella pneumoniae (CHEN et al., 2016).

O crenatosideo (21), obtido a partir das raizes de S. maritima, também apresenta
atividade antioxidante (SILVA et al., 2014). Além disso, crenatosideo (21) e isocrenatosideo
(19) apresentam atividade antiviral, inibindo seletivamente a neuraminidase, que sdo cruciais
para a replicagdo e infecciosidade de virus (SILVA et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Teixeira e colaboradores (2017) demonstraram que as folhas da S. maritima Linn
possuem efeitos positivos no combate a perda dssea causada pela periodontite.

Azevedo (2019) comprovou efeitos antiinflamatérios e antinociceptivos da
Stemodia maritima Linn e do composto estemodina no modelo de hipernocicep¢ao inflamatdria
induzida por formalina.

Mais recentemente, a caracterizacao fitoquimica do extrato hexanico de S. maritima
Linn, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, possibilitou a identificagao
de octadecanamida (1,19 %) (27), docosenamida (7,29 %) (28), esqualeno (2,29 %) (29), acido
miristico (2,21 %) (30), cido pentadecandico (1,25 %) (31), 9-cedranona (1,76 %) (32), 4cido
palmitico (19,8 %) (33), acido ascdrbico (11,3 %) (34), 4cido linoleico (31,0 %) (35) e acido
estedrico (18,7 %) (36) (SOUSA et al., 2021).
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Figura 4: Estruturas quimicas relatadas em S. maritima.
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(28)

(35)
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

3.4 — Derivados semissintéticos de estemodina

Com técnicas de separacdao e de identificacdo mais modernas, estes e outros
constituintes quimicos sdo isolados, descritos, podendo ser muitas vezes modificados
estruturalmente para alterar ou potencializar suas atividades bioldgicas, conseguindo, assim, ter
uma maior atividade desejada em menores doses que 0os compostos naturais inalterados, além
de ndo serem muitas vezes rapidamente metabolizados (CRAGG e NEWMAN, 2013). Além
disso, podendo interferir no custo de producao, eficiéncia de tempo, facil controle de qualidade,
regulamentacdo rigorosa (BRAZ-FILHO, 2010). Esse aprimoramento de moléculas
inicialmente naturais tornando-se posteriores andlogos ¢ uma notédvel evolu¢do na producio e
inovacdo biotecnoldgica de farmacos (DAVID; WOLFENDER e DIAS, 2015).

Lamm e colaboradores (2006), através de processos de biotransformacao usando
Cunninghamella echinulata var. elegans e Phanerochaete chrysosporium, produziram

carbamatos derivados da estemodina (37-39), como evidencia a Figura 5.
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Figura 5: Derivados estemodanos semissintetizados por LAMM et al., 2006

a7 (38) 39
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Processualmente, Borges e colaboradores (2009) também produziram derivados
estemodanos (40-50) através de processos de biotransformacdo usando Mucor plumbeus,

Aspergillus niger e Fusarium moniliforme, como descreve a Figura 6.

Figura 6: Derivados estemodanos semissintetizados por BORGES et al., 2009.

HO “—0OH

(44)
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“

49) (50)
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Russell e colaboradores (2011) desenvolveram uma série de compostos
bromoditerpenoides (51-53) produzidos a partir da oxidacdo a estemodinona, desidratacdo com
acido p-toluenossulfonico e halogenagdo. Os novos derivados estemodanos sofreram rearranjos
e foram submetidos a reacdo de acetdlise para obtencdo de novos estemodanos (54-58), como

demonstra a Figura 7.

Figura 7: Derivados estemodanos semissintetizados por RUSSEL et al., 2011

(54) (85) (56)
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Oliveira e colaboradores (2024) desenvolveram uma série de produtos oximicos

derivados da estemodina (58-68), como exibe a Figura 8.



26

Figura 8: Derivados estemodanos semissintetizados por OLIVEIRA et al., 2024

(58)

~+OH
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(66) 67)
Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Silva (2017) apresenta ainda uma série de andlogos carbonatos (68 e 69) e

carbamatos de esstemodina (70-73), como representado na Figura 9.
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Figura 9: Derivados da estemodina sintetizados por Silva (2017)

(68) (69) (70)

(71) (72) (73)
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

3.5 — Propriedades biologicas de derivados estemodanos

O crescente interesse em estudos de derivados da estemodina se deu por causa dos
efeitos aferidos a afidicolina. A afidicolina (2) € um composto diterpendide tetraciclico
produzido naturalmente por fungos como Cephalosporium aphidicola, que é caracterizado
como um inibidor especifico para DNA-polimerases da familia B, incluindo Pol-a e Pol-d
(WRIGHT et al., 1994). Como a inibi¢cao das DNA-polimerases pela afidicolina € reversivel e
interrompe o ciclo celular na fase G1/S, a afidicolina tem sido amplamente utilizado para
sincronizar ciclos celulares em varios experimentos condi¢des (DARZYNKIEWICZ et al.,
2011; SESSA et al., 1991). Além da parada do ciclo celular, a afidicolina induz respostas a
danos no DNA e morte celular em uma variedade de tipos de células cancerigenas MATTHEW
et al., 2007; MORELAND et al., 1999).

Em virtude do expressivo potencial da afidicolina e sua atividade citotdxica,
estudos propuseram aplicacdo bioldgica de derivados estemodanos. Russell e colaboradores
(2011) obtiveram resultados significativos quando avaliaram o potencial antiviral e citotoxico
de derivados da estemodina quanto a peroxidacao lipidica, enzima ciclooxigenase-1 (COX-1)
e -2 (COX-2), e atividades inibidoras da proliferacdo de células tumorais.

Silva e colaboradores (2014) analisaram potencial citotoxico considerdvel de
estemodina frente a linhagens de bactérias dos géneros Sthaphyloccocus, Pseudomonas,

Bacillus e Escherichia.
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Oliveira e colaboradores (2024) avaliaram e compararam atividade bioldgica de
estemodina e derivados oximicos frente a linhagens de células cancerigenas, tendo resultados

satisfatorios para a estemodina e derivados de E-estemoxima.

3.6 — Cancer colorretal

O cancer colorretal abrange uma gama de tumores malignos que afetam o intestino
grosso e o reto (ARAGAO et al., 2022). Assim, podem se manifestar em qualquer extensio
do 6rgdo: em maior quantidade no célon sigmdéide (51%), célon ascendente (16%), c6lon
descendente (10%), cllon transverso (9%), ceco (8%) e reto (6%). O cancer colorretal segue
um padrdo de desenvolvimento no qual apresenta-se como uma lesdo benigna que evolui para
uma neoplasia maligna. Nessa realidade, estima-se que este processo ocorra em torno de 10 a
15 anos (SILVA e ERRANTE, 2017).

As causas do cancer colorretal podem ser hereditarias ou adquiridas (MELLO et
al., 2020). O cancer colorretal se desenvolve devido a fatores genéticos que podem ser
associados a fatores ambientais. Além disso, € ratificado que as chances para o seu
desenvolvimento aumentam em individuos com parentes de primeiro grau diagnosticados com
essa patologia. Por outro lado, o cancer colorretal adquirido representa a maioria dos casos e
vincula-se ao acimulo de mutacdes vitalicias (GASHTI et al., 2021).

O cancer colorretal é o terceiro tipo de cancer mais comum no mundo,
representando aproximadamente 10% de todos os casos de cancer; sendo a segunda principal
causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo. O cancer colorretal € frequentemente
diagnosticado em estdgios avangados, quando as op¢des de tratamento sao limitadas (WHO,
2023).

Estudos descrevem que a ativagdo anormal de PI3K como via de sinalizacao pode
contribuir para o desenvolvimento e progressao do cancer colorretal. Mutacdes em genes que
fazem parte dessa via, como PIK3Ca (que codifica a subunidade catalitica alfa da PI3K), sdao

encontradas em alguns casos de cancer colorretal NARAYANANKUTTY, 2019).

3.7 — Via PI3K/AKT na progressao do cancer colorretal

As enzimas PI3-cinase (PI3K) desempenham um papel crucial em vias de
sinalizagdo intracelular, especificamente na regulacio do crescimento, proliferacio,
sobrevivéncia celular e mobilidade e envolvidas em doencas como cénceres, inflamacdes,

patologias imunodeficientes e diabetes (RATHINASWAMY e BURKE, 2019). Estao
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envolvidas principalmente na cascata de sinalizacdo da fosfatidilinositol-3-cinase (BRESNICK
e BACKER, 2019).

As enzimas PI3-cinase (PI3K) t€ém uma ligag@o substancial com o cincer colorretal
devido ao seu papel central na regulacdo de vias de sinalizacdo intracelular associadas ao
crescimento e a sobrevivéncia celular. No contexto do cancer colorretal, as vias de sinalizacdo
mediadas por PI3K sdo frequentemente hiperativas. Isso pode ocorrer devido a mutacdes
genéticas que resultam em uma ativagdo constante da PI3K ou a alteracdes em outros
componentes da via que levam a ativacdo sustentada (NARAYANANKUTTY, 2019). A Figura

10 esquematiza a via de acdo de PI3K.

Figura 10: Via enzimatica de PI3K/AKT na formagdo de tumores e cancros
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Conforme esquematizado na Figura 10, quando um receptor de membrana € ativado
por um ligante, como um fator de crescimento, as PI3K sdo recrutadas para a membrana celular.
A principal fun¢ao das PI3K é catalisar a conversao do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 atua como um segundo mensageiro
intracelular que recruta proteinas efetoras para a membrana, incluindo a proteina cinase AKT

(XU et al., 2020).
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A ativacdo persistente da via de PI3K contribui para o crescimento celular
descontrolado. O PIP3, produzido pela PI3K, recruta as proteinas AKT e mTOR. Por sua vez,
desencadeia uma cascata de eventos que promovem a proliferacao celular, inibem a apoptose e
estimulam o metabolismo, favorecendo assim o crescimento tumoral (XU et al., 2020).

Além do crescimento descontrolado, a ativagdo da via de PI3K também estd
associada a capacidade invasiva das células cancerigenas. Isso inclui a capacidade de invadir
tecidos circundantes e, eventualmente, formar metdstases em locais distantes do corpo
(FATTAHI et al., 2020).

Ademais, a ativacao persistente da via de PI3K pode contribuir para a resisténcia a
certas terapias contra o cancer. Inibidores de PI3K sdo estudados como tratamentos potenciais
para canceres que exibem ativagdo anormal dessa via, incluindo o cincer colorretal (VITIELLO

etal, 2019).

3.8 — Relacao estrutura-atividade

Forcas intermoleculares determinam as interacdes de uma substancia bioativa,
como os derivados estemodanos com seu receptor bioldgico, ou seja, lipossolubilidade,
polaridade e atividade eletrostdtica, assim sendo, substincias que apresentam atividades
bioldgicas, ao interagirem com um receptor organico especifico (enzima, canal de fons, dcido
nucléico ou qualquer outra macromolécula bioldgica), devem possuir uma conformacao
tridimensional de forma que as disposi¢cdes de seus grupos funcionais favorecam sua
complementaridade bioquimica ao sitio de ligacdao (TECHIO e BELO, 2012).

Seguindo o modelo chave-fechadura, descrito na Figura 11, nesta interacao quanto
melhor o "encaixe" e a complementaridade das propriedades superficiais de um farmaco, maior
serd sua afinidade quimica ao receptor orginico e maior poderd ser sua atividade bioldgica

(BARREIRO e FRAGA 2001).
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Figura 11: Modelo chave-fechadura
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

3.9 — Metodologias de avaliacio in silico

Andlises in silico t€m sido amplamente usadas para analisar relacoes de modelo
chave-fechadura da interacdo de um substrato e um receptor bioldgico. De acordo com a
literatura, métodos de simulacdo molecular sdo baseados principalmente na plataforma de
computador na qual a estrutura molecular poderia ser reconhecida visualmente (WANG et al.,
2022). Ao operar com métodos de estimulacio molecular, os modos de interagdo entre
moléculas diferentes podem, portanto, ser previstas com precisdo no nivel atdbmico, o que, no
entanto, ndo € facilmente capturado por experimentos in vitro.

Segundo Yu e colaboradores (2023), a aplicagdo de métodos de simulagdo
molecular € propicia pois promove:
e A economia do uso de muitos materiais € recursos experimentais;
e A otimizacdo do tempo de andlises e procedimentos experimentais;
e E areducdo de disponibilidade de tempo e energia gastos na reproducdo e validacdo de

novos experimentos.

A simulacao molecular foi usada pela primeira vez no campo da medicina para
rastrear drogas moleculares de baixo peso molecular ativas (FAN; FU e ZHANG, 2019).
Recentemente, foi relatado que a simulacdo molecular reconhece também detalhes de interacao
entre proteinas e substancias exégenas mesmo num sistema complexo (WANG et al., 2022).

Nos ultimos anos da década (2022-2024), muitos artigos sobre “docking
molecular’ ou simula¢do de dinamica molecular t€ém sido publicados. Em pesquisa no Science
Direct (2023), sdo relatadas mais de 120 mil publicagdes cientificas que se utilizam de

abordagens in silico, especialmente estudos de docking e dinamica molecular para prever,
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justificar e caracterizar atividades bioldgicas provenientes das interacdes de substratos e um

receptor bioldgico.

3.9.1 — Mapa de interactomas

As proteinas podem se ligar funcionalmente de diversas maneiras, como por meio
de complexos estdveis, vias metabdlicas e interacdes reguladoras variadas. Essas ligacOes
formam redes, que permitem visualizar o genoma de forma mais ampla do que apenas uma
colecdo de fungdes genéticas isoladas. O servidor STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins) € uma ferramenta que permite analisar essas interagdes funcionais
entre proteinas na forma de um mapa de interactomas (SZKLARCZYK et al., 2015).

Os interactomas para um determinado grupo de genes consistem em nds que
representam os genes € em arestas que representam as associagdes funcionais previstas. As
conexoes entre os nds podem ser exibidas com até sete cores diferentes, que correspondem aos
tipos de testes utilizados para prever as associagdes, como text mining (mineracdo de texto),
conserved neighborhood (vizinhanca conservada), co-ocorréncia, co-expressao, experimentos
e bancos de dados (STRING, 2016).

Conforme Szklarczyk e colaboradores (2015), as redes de interagdes presentes no
servidor STRING estdo cada vez mais disseminadas em diversas dreas da biologia com o intuito
de:

I - aumentar o poder estatistico de genética humana;

IT — auxiliar na descoberta de novas drogas;

IIT — preencher lacunas no conhecimento referente a enzimas metabdlicas e;
IV — prever fenétipos e funcdes dos genes.

O objetivo principal do STRING e dos interactomas € pesquisar € exibir a
organizacdo gendmica conservada de forma integral para um determinado gene, proteina ou
patologia pesquisados, fornecendo uma plataforma de pesquisa e interpretacdo de padrdes

através de associacdes funcionais (STRING, 2016).

3.9.2 — Docking molecular

O docking molecular visa simular a conformacgdo ideal de acordo com a
complementaridade e a pré-organizagdo, o que poderia com precisdao prever o modo interativo
e a afinidade de ligagdo entre o ligante e o receptor (FAN; FU e ZHANG, 2019).

O processo de acoplamento consiste em primeiro colocar o ligante nos sitios ativos

do receptor. Ao otimizar constantemente o espago estrutura do composto receptor, uma
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conformacdo perfeita entre o receptor e o alvo serdo assim encontrados. O local que esta mais
préoximo da conformacdo natural e mostra a melhor afinidade com o receptor pode ainda ser
selecionado pela funcdo de pontuacdo. Durante o docking, a liga¢do precisa atender a teoria da
correspondéncia mdtua, que ¢é, correspondéncia complementar de geometria, interagdo
hidrofébica, eletricidade estdtica e ligacdo de hidrogénio entre ligante e receptor (ZHANG et
al., 2023). A tecnologia de acoplamento molecular originou-se anteriormente do modelo de
fechadura com chave que se baseia no reconhecimento especifico entre substratos e sitios ativos
enzimdticos propostos por Fischer (1894). Este modelo enfatiza que as caracteristicas da
fechadura e da chave sdo fixas, que mais tarde é chamado de modelo rigido (WANG et al.,

2022). A Figura 12 esquematiza o processo de docking molecular.

Figura 12: Procedimento de docking molecular
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A estrutura tridimensional das proteinas € obtida através de cristalografia de Raios-
X e disposta em websites de banco de dados (ASTRAKAS; GOUSIAS e TZAPHLIDOU,
2011). Rocha e colaboradores (2023) determinam que as estruturas de ligante e proteina devem
ser preparadas para o processo de docagem, diminuindo os estados de energia para uma
conformagdo mais estdvel, ajustando os parametros necessdrios para obtencdo de dados e
simulacdo, a localizagdo de sitio ativo ou alostérico (disponivel em banco de dados). Ao realizar
a simulag@o, o processo de re-docking € necessdrio para validar as informagdes obtidas. Em

geral, nesse processo € avaliado as interacdes intermoleculares promovidas entre o substrato e
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o receptor bioldgico, a energia relacionada a estabilidade do complexo formado (idealmente
menor que -7,0 kJ.mol ') e unidades métricas relacionadas a distancia dos 4tomos dos ligantes
sobrepostos, RSMD (Root-mean-square deviation of atomic positions — desvio quadrético

médio das posi¢des atdmicas) (menor que 2,0 A).

3.9.3 — Pertil farmacocinético e toxicidade in silico

A andlise de perfil farmacocinético corresponde ao estudo da evolucao temporal do
movimento do farmaco e seu destino in vivo apds administrado em um organismo. Em ordem
cronoldgica os eventos da fase farmacocinética ocorrem como segue: absor¢do, distribui¢ao,
metabolismo e excrecao do farmaco, conhecidos simplesmente por ADME. Durante a absor¢ao
0 composto bioativo atravessa membranas biologicas e organelas. Esse processo € fortemente
dependente das caracteristicas fisicoquimicas do farmaco (ionizado, ndo ionizado, tamanho,
coeficiente de particdo, etc.) e pode ocorrer através de difusdo passiva ou mecanismos
fisiolégicos mais sofisticados. A corrente sanguinea se encarrega de distribui-lo pelo
organismo. A funcdo do metabolismo € transformar quimicamente os fairmacos ou qualquer
outra substincia estranha ao organismo (xenobidticos) em derivados soliveis em dgua para
facilitar a sua eliminacdo (WIGGERS, 2011).

Portanto, a determinacdo da absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo
(ADME) como perfil farmacocinético juntamente com a toxicidade (ADMET) sdo parametros
importantes na determinacdo da biodisponibilidade e dos efeitos téxicos de uma molécula,
ajudando na reducdo de tempo e custo de pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos
(SAHU et al., 2016).

Para a melhoria da previsao de ADMET, os modelos in silico estdo contribuindo
para a otimizagdo de medicamentos. Devido a complexidade do processo ADME, ndo é
possivel tomar decisdes com base em um unico descritor. Implementacdes de big data e
aprendizado de mdquina estdo contribuindo significativamente para andlises ADMET
(SCHNECKENER et al., 2019).

O pkCSM € uma das principais abordagens atualmente usadas para prever
propriedades farmacocinéticas de substancias quimicas de baixo peso molecular. A ferramenta
calcula dados baseados em assinaturas de farmacoforos e propriedades moleculares em graficos
de milhares de drogas reportadas na literatura para representar a quimica e a topologia de
moléculas de baixo peso molecular e a obtencao de dados acurados (PIRES; BLUNDLELL e
ASCHER, 2015).
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4. METODOLOGIA

4.1 — Construcao de mapa de interactomas

A ferramenta STRING v. 12.0 foi utilizada para constru¢do de mapa de interactomas
do cancer colorretal (c6digo map05210 em organismo Homo sapiens). Para a construcdo do
mapa de interactomas completo a partir dos sequenciamentos e cddigos obtidos pelos bancos
de dados, associagdes fisicas e funcionais foram consideradas; apenas interagdes com evidéncia
experimental ou disponivel em bancos de dados curados foram consideradas, considerando
score > 0,9 e FDR (False discovery rate - taxa de descoberta falsa) méximo de 1%, com o
objetivo de localizar as proteinas e genes mais associados ao cancer colorretal.

As ferramentas de enriquecimento funcional do software STRING v11.5 e o
Cytoscape v3.9.1 foram utilizadas para quantificar as interacoes promovidas dentro do mapa
(denominadas por graus), analisar os processos bioldgicos e confirmar as vias ontoldgicas
génicas, com parametros como processos biolégicos, fun¢do molecular, componente celular,
publicacdes de referéncia, descricdo de doenca e dominios de proteina. Esses critérios foram
aplicados para determinacdo do(s) alvo(s) molecular(es) (nds). A enzima PI3SKCoa foi

selecionada como receptor bioldgico.

4.2 — Estudo de Docking Molecular

Esse estudo avaliou o potencial anticancerigeno dos derivados oximicos produzidos
por Oliveira e colaboradores (2024) (58-67) sob a enzima PI3KCa.

As estruturas quimicas foram esquematizadas no ACD/ChemSketch v. 14.0 e salvas
em formato .mol. A otimizacdo das conformag¢des mais estdveis foi configurada no software
Avogadro v. 1.2.0 e a estrutura dos confOrmeros salvas em .pdb. O Avogadro gera
conformagdes com energias variando em margem # 0,20 kJ.mol ™!

O estudo de docking molecular foi realizado usando software Autodock Vina v.
1.1.2. O alvo molecular foi selecionado conforme os dados analisados no mapa de interactomas
do cancer colorretal e estudo na literatura. PI3KCo foi o alvo selecionado dada as redes de
interagdes de proteinas e sua importancia no controle de células cancerigenas HCT-116. Sua
estrutura foi cristalizada por Burke e McPhail (2021) e obtida através do RCBS Protein Data
Bank. O codigo do alvo molecular é designado como 7R9V. Para reportagem das coordenadas
do sitio ativo ((x = 7.330962; y = -0.8685; z = -18.81154), receptor e cada ligante foram
submetidos ao portal ProteinPlus (https://proteins.plus/) (SCHONINGSTIERAND et al.,
2020), que por meio da ferramenta DoGSiteScore (VOLKAMER et al., 2010, 2012),
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caracterizou os sitios de interacdo da macromolécula. Mutacdes na estrutura do alvo molecular
foram verificadas e corrigidas através de Mutagénese em software PyMOL v. 2.5.5 comparando
com as sequéncias de aminodcidos com a estrutura original disponivel em UNIPROT
(https://www.uniprot.org/).

7RIV e substratos foram preparados através de metodologia adaptada de Frota e
colaboradores (2022) em ferramenta Autodock Tools v. 1.5.7. A preparacdo do alvo molecular
envolveu a remoc¢ao de solventes e residuos de substincias quimicas, a adicdo de hidrogénios
polares e cargas de Kollman. Os parametros foram definidos em prol do algoritmo lamarckiano.
A caixa grade de cada alvo molecular foi descrita suas dimensdes e localizagdo conforme
especificacdes da literatura vigente da Tabela 3 e adaptada em prol de cada substancia bioativa
estudada. Foram realizadas 10 simulagdes de docking molecular para cada estemodano, com
poses termodinamicamente mais estiveis.

Através do estudo de docking molecular, foi possivel analisar a energia de
estabilidade dos complexos formados, os tipos de interacdes intermoleculares entre os alvos
moleculares e os substratos em pesquisa, a proposi¢ao de relagcdo de fungdo e esqueleto quimico
em relacdo ao desenvolvimento de novas substincias quimicas com potencial biolégico
aprimorado, a correlacdo de proteinas mutagénicas para formagdo de tumores e canceres e a
concentracdo minima de inibi¢do do alvo molecular e célular pelo ligante.

Os resultados do estudo de docking molecular foram salvos e analisados em .dlg. A
validacdo do processo (re-docking) foi realizada em software BIOVIA Discovery Studio v.
21.1.0, analisando valores de RSMD (< 2,0 A), quando comparado as coordenadas de sitio ativo
da molécula.

Com base nas andlises de docking molecular dos derivados oximicos da
estemodina, foi avaliado o sitio ativo da macromolécula e as interagdes com o esqueleto
estemodano e substituintes. Os dados levaram a projecdo de um novo derivado estemodano
(74), com maior potencial bioativo. Um novo estudo de docking molecular foi realizado

avaliando a complexacdo de 74 e a enzima PI3KCa.

4.3 — Avaliacao farmacocinética in silico e potencial toxicidade

Para a realizagdo da andlise de farmacocinética in silico, foram utilizadas as
plataformas pkCSM (PIRES et al., 2015) e SWISSADME (DAINA et al., 2017) para predizer
e avaliar as propriedades farmacocinéticas do composto 74. Essas ferramentas computacionais

utilizam modelos matemdticos para simular a interacdo entre as moléculas e proteinas alvo,
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possibilitando prever diversos parametros de Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdao
e Toxicidade.

Ja para avaliacdo de toxicidade, utilizou-se a ferramenta PROTOX-II (DRWAL et
al., 2014), que € capaz de predizer a toxicidade potencial de compostos com base em modelos
estatisticos e dados de experimentos anteriores. Essa ferramenta avalia o risco de toxicidade em
diferentes 6rgdos e sistemas biolégicos, permitindo uma andlise mais completa e detalhada da

seguran¢a do composto.

4.4 — Extracao de estemodina

A espécie S. maritima foi coletada no municipio de Pentecoste-CE, devidamente
catalogada, dessecada e macerada. O material foi pesado (0,773 kg) e submetido a extragcdo
com solvente organico (hexano) a frio.

O material extraido foi concentrado sob pressdo reduzida a 60 °C, rotagdo de 120
rpm e mantido em banho Maria para eliminag@o de solvente residual. Obteve-se 20,4188 g de
extrato bruto S. maritima.

Em seguida, o extrato foi submetido a uma cromatografia (h = 18 cm; ® =4 cm)
em coluna filtrante com silica flash, utilizando acetato de etila e hexano como fase moével, nas
propor¢des de 1:1. Foram coletadas 20 fragdes de 150 mL. Através do monitoramento com
Cromatografia em Camada Delgada, foi possivel a determinacdo das fracdes com o padrao
estemodina (STEM). Somou-se as fracdes correspondentes € concentrou-se sob pressao
reduzida a 60 °C e rotagdo de 120 rpm.

A estemodina foi purificada em cromatografia em coluna (h = 18 cm; ® = 2 cm)
utilizando acetato de etila e hexano como fase mével, nas proporcdes de 1:1, para a obtengdo

de 1,609 g (0,21 % de rendimento).

4.5 — Benzoilacao da estemodina

A Figura 13 esquematiza a obtencdo do derivado semissintético benzoilado de
estemodina. 10 mg de STEM (1) (0,03263 mmol) foram adicionados a 20 pL de cloreto de
benzoila em piridina em um sistema reacional a temperatura ambiente por 2 h. O produto,
STEM-Bz (74), foi isolado e purificado em cromatografia em coluna (h = 18,0 cm; ® =2,0 cm)

usando acetato de etila e hexano (1:2) como eluente, obtendo-se 11,20 mg (83,60%).
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Figura 13: Esquema geral de obtencdo de STEM-Bz (74)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.6 — Caracterizacao do novo derivado estemodano

O derivado obtido foi caracterizado por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)
através de técnicas uni e bidimensionais ('H, *C, HMQC e HMBC). Os espectros de RMN
foram obtidos em CDCl3 em espectrometro Bruker, modelo Advance DRX-300 (300 MHz) do
Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAURMN) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

O ponto de fusdo do estemodano 74 foi obtido usando Aparelho Digital de Ponto
de Fusdo MQAPF-302 da Micro Quimica com taxa de 0,5 °C/min.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Analise do Mapa de interactomas

O Mapa de interactomas do cancer colorretal é descrito na Figura 14.

Figura 14: Mapa de interactomas do cancer colorretal
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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No contexto do cancer colorretal, a analise de interactomas do mapa da Figura 14
relevou as seguintes proteinas: AKT1, AKT2, AKT3, APC, APC2, APPLI, ARAF, AREG,
AXINI, AXIN2, BAD, BAKI, BAX, BBC, BCL2, BCL2LI11, BRAF, CASP3, CASP9, CCNDI,
CDKNIA, CTINNBI, CYCS, DCC, DDB2, EGF, EGFR, EREG, FOS, GADD45A, GADD45B,
GADD45G, GRB2, GSK3B, HRAS, JUN, KRAS, LEF1, MAP2KI1, MAP2K2, MAPKI, MAPK3,
MAPKS, MAPKY9, MLHI, MSH2, MSH3, MSH6, MTOR, MYC, NRAS, PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CD, PIK3RI1, PIK3R2, PIK3R3, PMAIPI, POLK, RAC2, RAC3, RAF1, RALA, RALB,
RALGDS, RHOA, RPS6KBI1, RPS6KB2, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SOS1, SOS2, TCF?7,
TCF7LI1, TCF7L2, TGFA, TGFBI, TGFB3, TGFBRI, TGFBR2 e TP53.

Ao total, a andlise de interagdes proteina-proteina revelou a existéncia de 82 nos,
ou seja, as proteinas associadas a progressao do cancer colorretal. A Tabela 1 descreve todos

os nods e interacdes (graus) promovidas no mapa de interactomas.

Tabela 1: Grau de nés do mapa de interactomas do cancer colorretal

N6 Grau N6 Grau N6 Grau N6 Grau
AKTI 34 CTNNBI 19 MAPKS 21 RALB 7
AKT2 22 CYCS 6 MAPK9 19 RALGDS 10
AKT3 21 DCC 3 MLHI 4 RHOA 12

APC 6 DDB?2 1 MSH?2 4 RPS6KBI1 9
APC2 6 EGF 8 MSH3 3 RPS6KB?2 10
APPLI 4 EGFR 21 MSHG6 3 SMAD?2 13
ARAF 8 EREG 4 MTOR 12 SMAD3 18
AREG 4 FOS 12 MYC 14 SMAD4 17
AXINI 10 GADDA45A 4 NRAS 21 SOS1 9
AXIN2 9 GADD45B 3 PIK3CA 21 SOS?2 6
BAD 11 GADD45G 3 PIK3CB 16 TCF7 8
BAK1 6 GRB2 10 PIK3CD 16 TCF7LI 5
BAX 7 GSK3B 18 PIK3R1 19 TCF7L2 6
BBC3 6 HRAS 24 PIK3R2 16 TGFA 4
BCL2 21 JUN 18 PIK3R3 16 TGFBI 8
BCL2LI11 9 KRAS 25 PMAIP1 5 TGFB3 3
BRAF 13 LEF1 7 POLK 1 TGFBRI 6
CASP3 12 MAP2K]1 13 RAC2 15 TGFBR2 7
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CASP9 8 MAP2K?2 12 RAC3 13 TP53 36
CCND1 10 MAPK]I 25 RAF1 21
CDKNIA 10 MAPK3 24 RALA 7

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A integragdo dos dados e a formacdo de clusters das enzimas e isoformas pelo
Cytoscape evidenciaram MAPK (114 graus), PIK3 (104 graus), AKT (77 graus), SMAD (48
graus) e TP53 (36 graus) como as séries enzimdticas mais signiticativas na progressao do cancer
colorretal. MAPK e PIK3/AKT sdo cinases que desempenham papéis importantes na regulacao
da expressdo génica, no crescimento celular e na sobrevivéncia. Constituem vias metabdlicas
importantes no tratamento de cancros.

A ativacdo persistente da via de PI3K contribui para o crescimento celular
descontrolado. O PIP3, produzido pela PI3K, recruta a proteina cinase AKT para a membrana
celular. A AKT, por sua vez, desencadeia uma cascata de eventos que promovem a proliferacdo
celular, inibem a apoptose e estimulam o metabolismo, favorecendo assim o crescimento
tumoral (ALZAHRANI, 2019). Dessa forma, esse estudo in silico enfatizou andlise sob a via
metabolica PI3K/AKT como estratégia teraputica no controle de células cancerigenas, partindo
da enzima PI3KCa.

A andlise de PI3KCa ¢ justificada pela importancia de seu perfil funcional e os

processos bioldgicos que gerencia no cancer colorretal, como descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Ontologia genética dos processos bioldgicos de PI3KCa

Descricao FDR Referéncia
Anoikis (morte celular programada) 5,80e-04 FU et al., 2021
Via de sinalizacdo do fator de crescimento celular | 9,54e-14 STEFANI et al., 2021
Regulacgdo do processo apoptético 5,46e-05 | GHODSINIA et al,. 2020
Sinalizacdo de fosfatidilinositol 3-quinase 2,13e-06 FU et al., 2021
Regulacdo do processo celular 7,05e-16 FU et al., 2021
Transducdo de sinal 1,33e-37 | TABIBZADEH et al., 2020
Resposta celular a substincia orgénica 8,01e-19 OLSON et al., 2022

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Diante do papel biol6gico que a enzima desempenha na ontologia genética, exposto

na Tabela 2, a PI3KCa é frequentemente alvo de estudos e investigagdes no campo da pesquisa
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em cancer, e inibidores especificos da PI3KCa estdo sendo desenvolvidos como potenciais
terapias anticancerigenas. Portanto, a PI3KCoa desempenha um papel significativo na regulacdo
de processos celulares essenciais, especialmente no contexto do cancer, onde sua ativacao
anormal pode contribuir para a patogénese da doenca. Com isso, os estudos de docking

molecular foram realizados usando PI3KCa como alvo molecular.

5.2 — Dados do estudo de docking molecular

As Figuras 15-21 e Tabelas 3 e 4 descrevem a formacao dos complexos de 7ROV e
derivados estemodanos oximicos (1, 58, 59, 60, 61, 62 e 63) que apresentaram atividades
anticancerigenas relevantes contra linhagem de células cancerigenas HCT-116, e o composto
estemodano benzoilado (74) desenvolvido, analisando energia de estabilidade do complexo,

tipos de interagdes intermoleculares entre os substratos e o alvo molecular.

Figura 15: Mapa 2D das intera¢des do complexo 7R9V-1
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Tabela 3 — Interacdes do complexo 7R9V-1



43

Sitio de Interacio Comprimento | Natureza da Tipo de
em Angstrom Interacao Interacao
A:MET754 - :UNL1 5,1308 Hidrofobica Alquila
A:VALS802 - :UNL1 5,41318 Hidrofébica Alquila
A:LEU804 - :UNLI1 5,20887 Hidrofébica Alquila
A:LEU804 - :UNL1 5,45651 Hidrofobica Alquila
A:VALSOS5 - :UNL1 5,18619 Hidrofobica Alquila
A:MET®875 - :UNL1 5,22621 Hidrofébica Alquila
A:METS875 - :UNL1 4,49796 Hidrofébica Alquila
A:ILES88S - :UNLI 5,14809 Hidrofébica Alquila
A:ILES88S - :UNLI 4,39981 Hidrofébica Alquila
:UNL1:C - A:VALS02 4,19612 Hidrofébica Alquila
:UNLI1:C - A:ILE885 4,5504 Hidrofébica Alquila
:UNL1:C - A:LEU804 3,85398 Hidrofdbica Alquila
A:PHE730 - :UNL1 5,37605 Hidrofdébica Pi- Alquila
A:PHE730 - :UNLI1:C 4,59495 Hidrofébica Pi- Alquila
A:PHE790 - :UNLI1:C 4,39778 Hidrofdbica Pi- Alquila

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A Figura 15 ilustra a complexag@o do alvo molecular 7R9V e o ligante 1 no sitio

ativo da macromolécula. O complexo 7R9V-1 (RSMD = 1,5898 A) apresenta-se estdvel,

detendo de uma energia de afinidade de -8,49+0,01 kcal.mol™'. As interagdes alquilicas e pi-

alquilicas, visualizadas na Figura 15 e descritas na Tabela 2, fortalecem a interacdo do alvo

molecular e o ligante. A andlise do complexo 7R9V-1 foi substancial para evidenciar a relacao

do esqueleto estemodano e as interagdes intermoleculares com o sitio ativo da macromolécula,

servindo de base para a elucidacdo de um composto potencialmente mais bioativo.

E relevante mencionar que o ligante 1 ndo promove interacdes intermoleculares

hidrofilicas com o alvo molecular, como representado na Figura 16 abaixo. Dessa forma, é

possivel analisar que o esqueleto estemodano exerce grande interacdo com o alvo molecular.




Figura 16: Andlise de hidrofobicidade do complexo 7R9V-1

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Com base na Figura 16, a auséncia de intera¢des hidrofilicas nas hidroxilas em C»
e Ci3 tornou-se promissor para promog¢ao de modificagdes estruturais.

Diante do pressuposto, Oliveira e colaboradores (2024) realizaram reacdes de
oximacgao no esqueleto estemodano, levando a formacdo de isdbmeros E e Z. Por outro lado,

apenas o isdmero E (58) apresentou atividade relevante na inibi¢ao de células HCT-116, como

demonstra a Figura 17.
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Figura 17: Mapas 2D dos complexos 7R9V-58 e 7TR9V-63, respectivamente
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Legenda: I:l Forgas de Van der Waals - Ligag@o Convencional de Hidrogénio
I:l Interacdes alquilicas e pi-alquilicas - Interacdo doador-doador de e” ndo favordvel
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A Figura 17 ilustra a complexacio do alvo molecular 7ROV e os ligantes isdmeros
58 e 63 no sitio ativo da macromolécula, respectivamente. Apesar da relacdo estereoisomérica
entre as estruturas, o complexo 7R9V-58 (RSMD = 1,5698 A) apresenta-se mais estavel,
formando um complexo de energia de afinidade de -9,16+0,00 kcal.mol!, contra a formagio do
complexo 7R9V-63 (RMSD =1,6016 A) que gera energia de -8,54+0,00 kcal.mol ™. Esse fato
decorre da configuracdo da Z-estemoxima promover uma interacdo ndo favordvel de cariter

doador-doador de elétrons no sitio de interagdo THR A:810, como mostra a Figura 18.

Figura 18: Andlise de pontes de hidrogénio nos complexos 7R9V-58 e 7TROV-63
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)
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Conforme a Figura 18, os pares de elétrons livres do oxigénio do grupo oximico
promovem ligacdes de hidrogé€nio com o sitio ativo da macromolécula. Na estrutura de
configuracdo Z, os elétrons livres do oxigénio da oxima interagem com uma regido do sitio
ativo da macromolécula doadora de elétrons (THR A:810), causando repulsdo dos pdlos. Isso
ocorre devida proximidade excessiva do ligante ao sitio ativo da macromolécula. Os
grupamentos doadores acabam desestabilizando a formagao do complexo, reduzindo a energia
de estabilidade originada e, com isso, a efetividade da complexacdo. Em contrapartida,
derivados 64-68 (com energias de estabilidade do complexo que variam entre -7,30+0,00
kcal.mol! a -6,76+0,00 kcal.mol'') também apresentam complexos instdveis, reduzindo cada
vez mais a estabilidade da interacao do alvo molecular e do ligante e a atividade anticancerigena
dos analogos sob HCT-116, como evidenciado nos dados apresentados por Oliveira e
colaboradores (2024).

A andlise de formacdo de ligacdes de hidrogénio no sitio ativo da macromolécula
evidenciou uma rede complexa de regides de caréter aceptor e doador de elétrons. Esse fato foi
essencial para a projecdo de um derivado estemodano de maior potencial bioativo que ndo
interagisse com essa rede, pois, apesar das ligacdes convencionais de hidrogé€nio se
apresentarem como interagdes intermoleculares mais fortes que interagdes hidrofébicas, ainda
apresentam desvantagens e levar a efeitos colaterais (GAN et al., 2021).

Por exemplo, a formacdo de interacdes intermoleculares muito rigidas capazes de
limitar a atividade enzimdtica ndo seria uma alternativa viavel. Isso € justificado no que tange
ao fato de que fortes interacdes podem causar problemas de dissociacdo, causando
bioacumulacdo da substincia no meio intracelular (toxicidade); dificuldade de seletividade.
Esse fator é consequéncia da alta afinidade que pode levar a uma interacao nao seletiva, onde
o ligante se liga ndo apenas ao sitio alvo, mas também a outros locais, causando efeitos adversos
(KAWASHIMA, 2021).

Além disso, a promogao de interagdes hidrofilicas pode contribuir para um controle
cinético, ndo termodinamicamente estavel. Esse fator decorre da quantidade de interagdes de
natureza hidrofilica em detrimento as interacOes hidrofébicas (LORDANSKII; ZAIKOV e
RUDAKOVA, 2023). Nessa perspectiva, o esqueleto estemodano exerce pouca influéncia na
estabilidade do complexo, pois pouco interage com o sitio ativo da macromolécula.

No contexto de interagdes proteina-ligante, quando muitos grupos hidrofilicos estdao
envolvidos, podem surgir alguns cendrios que afetam a estabilidade do complexo, como
competi¢cdo com a dgua. Grupos hidrofilicos tém afinidade pela dgua. Se o ligante e a proteina

possuem muitos desses grupos, eles podem competir com as moléculas de dgua, tornando a
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formacdo do complexo menos favordvel, uma vez que a dgua pode ter uma interacdo mais
estdvel com esses grupos (ZDRALI et al., 2019);

A conformacdo da proteina também pode ser afetada. A presenca de muitos grupos
hidrofilicos na interface proteina-ligante pode desestabilizar a conformacdo da proteina. Isso
pode levar a uma estrutura menos estdavel para a proteina na presenga do ligante, impactando a
estabilidade do complexo (GAN et al., 2021);

Interagdes hidrofilicas impactam em menos interagcdes complementares. Se a
maioria das interagdes entre a proteina e o ligante forem predominantemente hidrofilicas, pode
haver uma falta de interacdes complementares ou especificas que contribuam
significativamente para a estabilidade do complexo. As intera¢des hidrofébicas e interagdes
especificas (como ligacdes de hidrogénio-carbono, interacdes i0Onicas, interacdes de van der
Waals) tendem a ser mais favordveis para a estabilidade do complexo (BREBERINA et al.,
2019);

Por fim, interagdes hidrofilicas interferem na flexibilidade e dinamica da
macromolécula. Muitas interacdes hidrofilicas podem aumentar a flexibilidade e a dinamica do
complexo proteina-ligante, o que pode levar a uma estabilidade reduzida. Interferéncias com a
estrutura tridimensional especifica ou restricio do movimento necessdrio para formar um
complexo estdvel podem ser desvantajosas (HUANG e LIU, 2010).

A partir das informa¢des mensuradas, promover transformacgdes quimicas de modo
a aumentar a polaridade do ligante podem nao ser tao significativas, causando efeitos adversos
a estabilidade do complexo e inviabilizando a inibi¢do da atividade enzimética.

A relagdo estrutura-atividade dos derivados estemodanos 59-62 também foram
analisadas, como representado na Figura 19. Nesse caso, € avaliada a influéncia da extensao da

cadeia lateral relacionada ao esqueleto estemodano sob a atividade anticincer promovida.



48

Figura 19: Mapas 2D das intera¢des dos complexos 7R9V-59 a 7TR9V-62
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O aumento do comprimento da cadeia relacionada ao esqueleto estemodano, como
analisado na Figura 19, na qual foram inseridos grupos acilicos etanoila (59), propanoila (60),
hexanoila (61) e decanoila (62), notam-se menores associagdes do ligante com o sitio ativo do
alvo molecular. As cadeias acilicas pouco interagem com o sitio ativo da macromolécula, como
evidenciado nos mapas em 2D da Figura 18. Como consequéncia, formam complexos cada vez
menos energeticamente e estruturalmente estdveis (-8,85+0,00 kcal.mol™, -8,84+0,00 kcal.mol’
1. 27,35+0,01 kcal.mol!, e -7,1540,35 kcal.mol ™!, respectivamente). E importante salientar que
as cadeias laterais também interferem na conformac¢@o mais estdvel do esqueleto estemodano,
corroborando para uma distor¢cao da molécula, inviabilizando algumas interagdes da estrutura
do ligante no sitio ativo da macromolécula.

Esse estudo de docking ainda relatou que, quanto maior o comprimento da cadeia
hidrofébica relacionada ao esqueleto estemodano, menor serd a efetividade da inibicdo da
proteina, prevalecendo um carater antagonista e impedindo a acdo da substancia bioativa sobre
o receptor. Isso favoreceu a projecao de um novo derivado.

A presenca de ligacdes pi-alquilicas e pi-sigma corroboraram para o aumento da
estabilidade dos complexos gerados com os andlogos estemodanos. Notoriamente, interacdes
hidrofébicas de tipo pi sdo muito importantes pois conferem estabilidade no sitio ativo da

proteina, promovendo maior estabilidade com um ligante (KAZLAUSKAS, 2019). Ao
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promover uma andlise de aromaticidade do sitio ativo da macromolécula, tornou-se possivel
desenvolver um derivado benzoilado da estemodina (74). A atividade in silico de STEM-Bz
(74) sob a inibi¢do de 7ROV também foi analisada e descrita no mapa 2D da Figura 20 e Tabela
4.

Figura 20: Mapa 2D das interacdes do complexo 7ROV-74
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Tabela 4 — Interacdes do complexo 7R9V-74

Distancia em | Natureza da Tipo de
Sitio de Interacao
Angstrom Interacao Interacao
Ligacdo de
A:SER808:HG - :UNLI1:0 2,17974 Convencional
Hidrogénio
A:PHE790 - :UNL1 4,4849 Hidrofébica Pi-Pi Forma-T
A:LEU804 - :UNL1 5,16796 Hidrofobica Alquila
A:PRO806 - :UNL1 5,10274 Hidrofébica Alquila
:UNL1:C - A:PRO806 4,8139 Hidrofdbica Alquila
A:PHE730 - :UNL1:C 4,5346 Hidrofébica Pi- Alquila
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:UNL1 - A:VALSO5 5,49431 Hidrofébica Pi- Alquila

:UNLI1 - A:ILE885 5,17114 Hidrofo6bica Pi- Alquila
Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

A Figura 20 ilustra a complexacdo do alvo molecular e o ligante STEM-Bz (74).
Apesar da molécula promover menos interagdes com o sitio ativo da macromolécula, a energia
relacionada a formagcdo do complexo € relativamente satisfatéria comparada as demais
substancias mensuradas (E = -9,32+0,03 kcal.mol ™). Isso se deve por meio de associacdes mais
fortes promovidas pelo grupo benzoila aos sitios de interacdo do alvo molecular do tipo Pi-Pi
em forma T, em PHE A:790 (descrita na Tabela 4), que levam a um aumento da estabilidade
do complexo originado. A inser¢do do grupo benzoil corrobora para efeito de empilhamento ao

associar numa regido do sitio ativo aromadtica, como analisada e destacada na Figura 21.

Figura 21: Andlise de aromaticidade do complexo 7R9V-74
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

As andlises de relacdo estrutura-atividade sdo resumidas na Tabela 5. A formacdo
de um complexo termodinamicamente menos estdvel, por consequéncia, acomete ao potencial
biologico de uma substancia quimica, levando a um maior ICso, diminuindo a atividade

anticancerigena de uma substancia quimica sob células mutagénicas.
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Tabela 5 — Andlise da relacdo estrutura atividade in silico e in vitro

Energia de ICsoin vitro sob a
ICso in silico ICso in silico
estabilidade do célula (uM)
Analogo sob a enzima sob a célula
complexo com (OLIVEIRA et al,
(nM) (uM)
7RIV (kcal.mol?) 2024)
1 -8,28+0,02 602,65 57,55 51,35
58 -9,16+0,00 193,04 39,39 35,96
59 -8,85+0,00 323,79 41,15 37,56
60 -8,84+0,00 500,00 45,85 41,85
61 -7,35+0,01 648,09 47,81 43,64
62 -7,15+0,35 1113,00 * *
74 -9,32+0,03 146,74 14,69 *

*Valor ndo relatado

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Ademais, € importante salientar que todos os dados de docking molecular e 1Csq
sdo baseados na estabilidade do complexo ligante-alvo molecular, considerando apenas as
interacOes intermoleculares, energia de estabilidade do complexo e RMSD. Nao considera para
os dados outros fatores que podem influenciar a atividade anticancerigena dos andlogos
estemodanos como concentragdo da substincia, tempo de exposicdo, propriedades
farmacocinéticas, interferéncia em outros processos, resisténcia do alvo molecular,, presenca
de co-fatores e moduladores, estdgio do ciclo celular ou metabdlico, capacidade de penetracao

celular e toxicidade.

5.3 — Analise de perfil farmacocinético e de toxicidade

Com bases nos estudos de docagem molecular realizados, foi realizada uma anélise
farmacocinética in silico do estemodano 74, sendo o composto que apresentou maior potencial
bioativo in silico, afim de avaliar as propriedades fundamentais que afetam a absorcdo,
distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade. Os resultados sdo expressos nas Tabelas 6 e

7.



Tabela 6: Dados farmacocinéticos de estemodano 74
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

Propriedades Nome do modelo Unidade 74
Absorcao Solubilidade em Agua log mol.L"! -4.717
Absor¢do Permeabilidade Caco-2 log Papp in 10%cm.s™! 1.58
Absor¢ao Absor¢do Intestinal (humano) % Absorvido 92.987
Absor¢ao Permeabilidade Cutinea log Kp -2.884
Absorcao Substrato da P-glicoproteina Sim/Nao Nao
Absorcao Inibidor da P-glicoproteina I Sim/Nao Sim
Absor¢ao Inibidor da P-glicoproteina II Sim/Nao Sim

Distribui¢ao Volume de Distribui¢io (VDss) log L.kg 0.193
Distribui¢do Fracdo nao ligada (humano) Fu 0

Distribui¢ao Permeabilidade da BHE log BB 0.166
Distribui¢do Permeabilidade do SNC log PS -1.341

Metabolismo Substrato CYP2D6 Sim/Nao Nao

Metabolismo Substrato CYP3A4 Sim/Nao Sim

Metabolismo Inibidor CYPIA2 Sim/Nao Nao

Metabolismo Inibidor CYP2C19 Sim/Nao Sim

Metabolismo Inibidor CYP2C9 Sim/Nao Nao

Metabolismo Inibidor CYP2D6 Sim/Nao Nao

Metabolismo Inibidor CYP3A4 Sim/Nao Sim
Excre¢do Clearance Total log ml.min"" kg 0.314
Excrecao Substrato Renal OCT2 Sim/Nao Nao

Toxicidade Toxicidade AMES Sim/Nao Nao
Toxicidade Dose tolerada maxima (humano) log mg.kg'.dia™! -0.41
Toxicidade Inibidor de hERG I Sim/Nao Nao
Toxicidade Inibidor de hERG I1 Sim/Nao Sim
Toxicidade | Toxicidade aguda oral em ratos (LDso) mol.kg™! 3.225
e Toxicidade aguda cronica em ratos log mg.kg'_bw.dia’ T
(LOAEL)
Toxicidade Hepatotoxicidade Sim/Nao Nao
Toxicidade Sensibilizagcao da pele Sim/Nao Nao
Toxicidade Toxicidade em T. Pyriformis log ug.L"! 0.367
Toxicidade Toxicidade em Minnow log mM 0.197
Legenda: ] Admissivel. [ 1 Razoavel. 1 Inadmissivel
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Todas as interpretacdes dos dados de farmacocinética foram baseados no manual
do pKCSM (PIRES et al., 2015).

A solubilidade em dgua é expressa em termos de logaritmo da concentracao molar
(mol.L1). Os valores negativos indicam uma baixa solubilidade em 4gua, enquanto valores mais
proximos de zero indicam uma maior solubilidade. No caso de 74, a molécula tem baixa
solubilidade em dgua, sendo justificada pela preponderancia de grupos apolares.

A permeabilidade Caco-2 é uma medida da capacidade de uma molécula atravessar
uma monocamada de células Caco-2, que sdo células epiteliais encontradas no intestino
humano. Os valores mais altos de log Papp indicam uma maior permeabilidade. A absor¢do
intestinal representa a porcentagem de uma molécula que € absorvida no intestino humano ap6s
a administracdo. Valores mais altos indicam uma maior capacidade de absorcdo (SHIN et al.,
2016). Assim, é pertinente definir que o andlogo 74 tem um alto poder de absorcao.

A capacidade de penetrar o tecido (Permeabilidade cutdnea) também favorece a
absor¢do de 74. Valores mais negativos de log Kp indicam uma maior permeabilidade cutanea
(GAQO et al.,, 2021).

STEM-Bz (74) também atua como inibidor de P-glicoproteina. Como
consequéncia, aumenta a absor¢do da substancia, também aumentando sua concentracdo na
corrente sanguinea. Isso pode favorecer a eficiéncia do estemodano em pequenas concentragdes
como potencial farmaco. Sua distribui¢do no interior das células também aumenta. Por outro
lado, a inibicdo de P-glicoproteina pode favorecer uma potencial interacdo medicamentosa,
aumentando o risco de interagdes com outros medicamentos (MOLLAZADEH et al., 2018).
Nesse caso, o uso de STEM-Bz como principio ativo deve ser administrado isolado de outros
medicamentos € em pequenas concentragdes por ocasionar num estreitamento da janela
terapéutica. Em alguns tipos de céncer, as células cancerigenas podem expressar altos niveis de
P-glicoproteina, contribuindo para a resisténcia a medicamentos. A inibi¢dao da P-glicoproteina
pode ser estudada como uma estratégia para superar essa resisténcia (SEELIG, 2020).

O efeito da substancia STEM-Bz também € potencializado devido ao volume de
distribuicdo no organismo. O volume de distribui¢do no equilibrio (VDss) é uma medida da
extensao em que uma molécula se distribui pelos tecidos do corpo. Valores negativos de log
VDss, como demonstrado na Tabela 6, indicam uma distribui¢do mais limitada, enquanto
valores positivos indicam uma distribuicio mais ampla (SIMEON; MONTANARI e
GLEESON, 2019).

A fracdo ndo ligada (Fu) representa a fracio de uma molécula que estd livre e

disponivel para exercer seu efeito farmacoldgico. Valores mais altos de Fu indicam uma maior



55

disponibilidade da molécula. Esse efeito pode ser danoso em elevadas concentragdes, causando
magnificagdo e atenuando efeitos colaterais (BOWMAN e BENET, 2018). O estemodano 74
ndo apresenta fracdes ndo ligadas, sugerindo indisponibilidade da substincia para interagir com
outras proteinas ou se acumular no organismo.

A permeabilidade da barreira hematoencefalica (BBB) indica a capacidade de uma
molécula atravessar a barreira protetora do cérebro. Valores mais negativos de log BB indicam
uma maior permeabilidade (DONG, 2018). A substancia 74 assim ndo age sob a barreira
protetora do cérebro. A seletividade da barreira hematoencefdlica impede neurotoxicidade,
inflamacdo, desequilibrio quimico, alteracdes no comportamento cognitivo, agravamento de
condic¢des neuroldgicas e reagdes imunoldgicas (WU et al., 2021).

Conforme Juvonen e colaboradores (2021), os dados de Metabolismo do
estemodano 74 o qualificam como uma substancia metabolizada pelo figado, o que facilita sua
absor¢do e excrecdo no organismo. Além disso, os resultados também discorrem sobre a
ativacdo do efeito farmacol6gico da molécula. Em contrapartida, também refor¢cam a conjectura
de administracdo isolada do composto 74 como principio ativo, pois podem contribuir para a
promocao de interacdes medicamentosas. Isso inclui 0 ndo uso de antidepressivos, bebidas
alcodlicas, medicamentos de acdo gastrointestinal e antibidticos.

O clearance total é uma medida da taxa de eliminacdo de uma substancia do
organismo e é expresso em mL.min.'kg™!. Valores mais altos (e positivos) indicam uma maior
taxa de eliminacdo (BENET; LIU e WOLFE, 2018). Logo, € possivel concluir que o
estemodano 74 ndo se acumula no organismo, tendo residuos eliminados.

No ensaio de toxicidade, o composto 74 se apresenta como substancia nio téxica
ao organismo humano, conforme Pires e colaboradores (2015), avaliando a toxicidade em
AMES, a dose maxima humana tolerada (considera téxico valores acima de 0,477) e
administrada em Mus. Por outro lado, apresenta uma toxicidade considerdvel em 7. pyriformis
(considera téxico valor acima de -0,5) e Minnow (considera toxico abaixo de 0,5 nM), podendo
resultar em impactos ambientais no descarte indevido. Além disso, como potencial inibidor de
hERG II, o composto benzoilado da estemodina pode causar aumento da frequéncia cardiaca
(BELL e GONCALVES, 2018).

A classificacdo prevista de toxicidade forneceu informagdes adicionais sobre o
potencial téxico de 74. As substancias quimicas apresentam uma classificacdo de toxicidade
com base na escala do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS) (HOFFMANN et al., 2010). Essa classificacdo é determinada

principalmente pelo valor da DLso, que € a dose letal mediana necessaria para causar a morte
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em 50% dos individuos expostos quando a substancia € ingerida. A escala de classificacdo
consiste em vérias classes, cada uma com um intervalo especifico de valores de DLsp € uma
designacdo correspondente:

e C(lasse I: fatal se ingerida (DL50 <5).

e C(lasse II: fatal se ingerida (5 < DL50 < 50).

e C(lasse III: toxica se ingerida (50 < DL50 < 300).

e C(Classe IV: prejudicial se ingerida (300 < DL50 < 2000).

e C(Classe V: pode ser prejudicial se ingerida (2000 < DL50 < 5000).

e (Classe VI: ndo toxica (DL50 > 5000).

O composto benzoilado da estemodina apresenta DLsp igual a 6330mg.kg™!. Desta
forma, ndo é considerado téxico. Esse resultado apresenta similaridade de 88,36%. E pertinente
determinar que esses resultados se referem especificamente a toxicidade aguda e ndo
consideram outros fatores importantes na avaliagdo de risco, como a exposi¢do cronica ou 0s
efeitos a longo prazo.

A avaliagdo de toxicidade em humanos € discorrida ainda na Tabela 7.

Tabela 7: Avaliacdo de toxicidade dos analogos estemodanos

Avaliacao de toxicidade 74
Classificacao Alvo Predicdo | %
Toxicidade de 6rgaos Hepatotoxicidade Inativo | 54
Pontos finais de toxicidade Carcinogenicidade Inativo | 68
Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade Ativo 59
Pontos finais de toxicidade Mutagenicidade Inativo 89
Pontos finais de toxicidade Citotoxicidade Inativo 79
Vias de sinalizacao do Receptor de hidrocarboneto de arila .
Inativo | 98
receptor Tox21-Nuclear (AhR)
Vias de sinalizacao do
Receptor de androgeno (AR) Inativo | 75
receptor Tox21-Nuclear
Vias de sinalizacdo do Dominio de ligacdo do ligante do

Inativo | 80
receptor Tox21-Nuclear receptor de andrégeno (AR-LBD)

Vias de sinalizacao do '
Aromatase Inativo | 96

receptor Tox21-Nuclear
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Vias de sinalizacao do ) :
Receptor de Estrogénio Alfa (ER) Inativo | 66
receptor Tox21-Nuclear

Vias de sinalizagdo do Dominio de Ligacao ao Ligante do
Inativo | 68
receptor Tox21-Nuclear Receptor de Estrogénio (ER-LBD)
Vias de sinalizacao do Receptor gama ativado por proliferador
Inativo | 96
receptor Tox21-Nuclear de peroxissoma (PPAR-gama)

' Fator nuclear (derivado de eritréide 2)
Caminhos de resposta ‘ _
semelhante a 2/elemento responsivo a | Inativo | 96

antioxidante (nrf2/ARE)

Tox21-Stress

Caminhos de resposta Elemento de resposta do fator de
Inativo | 96
Tox21-Stress choque térmico (HSE)
Caminhos de resposta Potencial de membrana mitocondrial
Inativo | 60
Tox21-Stress (MMP)

Caminhos de resposta
Fosfoproteina (supressor de tumor) p53 | Inativo | 94
Tox21-Stress

Caminhos de resposta Tox21- Proteina 5 contendo o dominio AAA da :
) Inativo 95
Stress familia ATPase (ATADS)
Legenda: | | Probabilistico; Néo toxico | | Pouco probabilistico; téxico

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

A precisdo dos dados do estemodano 74 € descrita em 70,97 %.

Ao avaliar as propriedades hepatotéxicas das moléculas, constatou-se que o
composto 74 € considerada inativa. Isso sugere que essa substincia ndo apresenta efeitos
adversos especificos no figado, o que € encorajador do ponto de vista da seguranca hepética
(ARNESDOTTER et al., 2021).

No que se refere a carcinogenicidade, constatou-se que 74 ¢é classificada como
inativa. Isso indica uma baixa probabilidade dessa substincia induzir efeitos carcinogénicos em
células ou tecidos (TCHEREMENSKAIA et al., 2019).

Quanto a imunotoxicidade, a andlise revela que 74 € considerada ativa. Isso sugere
que essa substiancia pode ter um impacto sobre o sistema imunoldgico, possivelmente
desencadeando respostas imunoldgicas especificas. A presenca de atividade imunotdxica
destaca a necessidade de uma andlise mais aprofundada dos mecanismos imunoldgicos

envolvidos e dos possiveis efeitos adversos relacionados (HU et al., 2020).
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No que diz respeito a mutagenicidade, 74 € considerada inativa. Isso indica que essa
substancia ndo apresenta potencial para causar danos no material genético ou induzir mutagdes,
o que € um fator positivo em termos de biosseguranca (BANERJEE et al., 2018).

A citotoxicidade da molécula foi avaliada, revelando classificacdo como inativa.
Isso indica que ndo apresenta toxicidade direta e indireta em células, o que € encorajador para
seu uso potencial em aplicagdes biologicas (FARAHANI; SOHRABI e GHASEMI, 2018).

Todos os dados sdo propostos com base em Drwall e colaboradores (2014).

5.4 — Obtenciao de STEM-Bz

A reacgdo de benzoilacdo da estemodina (10 mg) levou a obtencdo de 11,20 mg de
STEM-Bz (83,60% rendimento) na forma de um sélido de coloragdo branca e cardter amorfo
com ponto de fusdo entre 117,8 °C e 118,0 °C. A reac¢do de esterificacdo da estemodina ocorre
em hidroxila no C; (hidroxila secundéria), pois se apresenta como um nucleofilico menos
impedido se comparado com a hidroxila em Cj3 (hidroxila tercidria), que apresenta maior
impedimento estérico proporcionado pelo grupo metila. A reacio procede levando a formacao
majoritdria do produto monobenzoilado (74). O produto dibenzoilado é formado em menor
quantidade, mas nio apresenta interesse a pesquisa por nao apresentar atividade anticancerigena
in silico considerdvel (energia de estabilidade do complexo originado igual a -8,19+0,00

kcal.mol™).

5.5 — Caracterizaciao de STEM-Bz (74)
Os espectros de RMN 'H e RMN 3C, HMQC e HMBC, das Figuras 23 a 26,
correspondem ao produto STEM-Bz (74) (Figura 22).

Figura 22: Estrutura quimica de STEM-Bz (74)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)



8.0349
8.0195

<e.

Figura 23: Espectro de RMN de 'H de STME-Bz (74) (CDCl3/500 MHz)
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Figura 24: Espectro de RMN de '°C de STME-Bz (74) (CDCl3/500 MHz)
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Figura 25: Espectro de RMN 2D 'H-!3C HMQC de STME-Bz (74) (CDCl3/500/125 MHz)
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Figura 26: Espectro de RMN 2D 'H-'3C HMBC de STME-Bz (74) (CDCl5/500/125 MHz)

B AA \ A ) MMNML\
| T L
= i 1 I LX) 20
- ' ! T a-"ﬁ L -
= A 2 34\
= | e'pog ﬁ&
= | | mu qd 0
- ' o ulid g b4
—] | ooa® b’ IS0
|
! 60
I "
- F TS _lg”, 70
y Leo
i [ | 1wl —_
| o oo E
| I ‘ &
I ' I’ ko0 @
I . ' 110
; F120
— | o], ' B 130
' 1 1
vl F110
i
‘ L k150
(8.0173,165.2000) (S.)JJB.]GG‘JSSGK Ny 160
= i
| 3|
¥ 1

T T T T T L] T T T T T T T T
2.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0
2 (ppm)

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024)

No espectro de RMN '"H (CDC15/500 MHz) de STEM-Bz (74) (Figura 22)
observou-se o surgimento dos sinais em ou 8,03 (H3' e Hy, d, J = 7,74 Hz), 7,42 (Hy e He, t, J
=7,33 Hz) e 7,54 (Hs', t, J = 7,01 Hz), que caracterizam o anel benzénico, e o deslocamento do
sinal em on 3,74 (H2, m, 1H) para 6u 5,16 (H», t, J= 11,53 Hz), em virtude do efeito anisotrépico
da carbonila.

No espectro de RMN B¢ BB-desacoplado (BBD) (CDCl3/125 MHz) de STEM-Bz
(74) (Figura 23), foi possivel observar o deslocamento do sinal de Cz, em dc 65,47 ppm, para
oc 70,15 ppm por consequéncia da esterificacdo da hidroxila. Ademais, foram analisados a
permanencia do sinal em Ci3 (3¢ 72,58 ppm) reforcando a modifica¢do estrutural apenas em
C>, ndo originando o composto dibenzoilado.

Além disso, foi observado o surgimento de um sinal caracteristico de carbono
carbonilico de éster em oc 166,36 ppm e os sinais em d¢c 132,81, 131,08, 129,62 e 128,39 ppm

relativos a carbonos sp? do anel aromatico.
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No HSQC, ilustrado na Figura 24, foram observadas correlagdes entre os sinais em
ou 5,16 (H2) e d¢c 70, 21 ppm (C2) e em ou 8,02 (H3°) e 6c 130,96 ppm (C3:), evidenciando a
esterificacdo e a introdug@o do grupo aromatico, respectivamente.

Por sua vez, no HMBC, ilustrado na Figura 25, foram observadas correlacdes VAl
entre os sinais em 0 5,13 (Hz) e dc 166,36 ppm (C1°) e em on 8,02 (H3°) e 6¢c 166,36 ppm (Cr»),

confirmando a regiosseletividade da reacgdo.
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6. CONCLUSAO

Através da construgdo e andlise de um mapa de interactomas do cancer colorretal,
foi possivel identificar a via PI3K/AKT como uma estratégia terapéutica potencial para estudos
in silico enfatizando a inibi¢do de células cancerigenas HCT-116 a partir da regulacdo de
PI3KCa.

Nesse contexto, analise da atividade in silico e in vitro de derivados oximicos da
estemodina, cujas atividades anticancerigenas sdo relatadas na literatura, foi essencial para a
projecdo de um novo derivado estemodano inédito com maior potencioal bioativo, o andlogo
74. Os dados de docking molecular possibilitaram identificacdo de regides de aromaticidade no
sitio ativo da macromolécula (PI3KCa). Interagdes alquilicas, pi-alquilicas e pi-pi forma de T
consolidaram a forte estabilidade na formacdo do complexo 7R9V-74 e impulsionaram o
potencial bioativo do ligante estemodano em regular a atividade da enzima.

Esse estudo in silico simulou um ICso de 14,69 uM para o composto benzoilado da
estemodina (74), mostrando-se mais efetivo em relacdo aos andlogos oximicos da estemodanos
(59-67).

Além disso, o composto benzoilado da estemodina (74) também apresentou perfil
farmacocinético ideal, avaliando o potencial de absorc¢do, distribuicao, metabolismo e excrecao
no organismo humano. Apesar do qual, é relevante mencionar que o estemodano 74 pode
apresentar efeitos colaterais adversos quando administrado com outras substancias ativas e em
concentracoes elevadas.

O derivado 74 também se apresentou como uma substincia ndo toxica, nao se
acumulando no organismo humano e nao afetando outros processos bioldgicos, constituindo-
se como um promissor composto bioativo de potencial anticancerigeno.

O estemodano 74 foi produzido a partir da benzoilagio da estemodina e isolado em
rendimento satisfatério e caracterizado através de técnicas espectrométricas.

E substancial mensurar sobre a importincia do desenvolvimento de novas
substincias bioativas usando a Quimica Computacional Medicinal como base. Nisso, novas
substancias de potencial biolégico aprimorado podem ser produzidas, avaliando rotas
enzimdticas como mecanismo de agdo. Estudos in silico podem reduzir tempo gasto em

laboratdrio, economizar o uso de reagentes e solventes e potencializar resultados.
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