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Caracterizacdo molecular e investigacio de mecanismos de acio anticincer de quinona

contendo dois centros redox (ENSJ-1135) através de abordagens in silico

Resumo

O cancer, caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células neoplasicas, representa um
dos maiores desafios da satide global. A heterogeneidade tumoral e os efeitos colaterais
associados aos tratamentos convencionais impulsionam a busca por novas terapias mais
eficazes e menos toxicas. A identificacdo de alvos moleculares especificos ¢ fundamental para
o desenvolvimento de farmacos com maior seletividade e eficacia. Dessa forma, as abordagens
computacionais t€ém se mostrado como ferramentas valiosas para acelerar o processo de
descoberta de drogas, oferecendo alternativas mais répidas e econdmicas aos métodos
experimentais tradicionais. O virtual screening e o target fishing sao exemplos de técnicas
computacionais que permitem a triagem de grandes bibliotecas de compostos quimicos em
busca de moléculas com potencial terapéutico. Neste estudo, utilizou-se ferramentas
computacionais para caracterizar e prever as propriedades farmacocinéticas e
farmacodindmicas da molécula ENSJ-1135 (20b). Através de plataformas de predicio como
SwissADME e ProTox-3, foram avaliados os pardmetros farmacocinéticos da molécula, como
absorg¢ao, distribui¢ao, metabolismo, excrecao e toxicidade. Em seguida, empregou-se a técnica
de target fishing para identificar potenciais alvos terapéuticos, que consiste na andlise de
diferentes bancos de dados de interacdo proteina-ligante, posteriormente um conjunto de
critérios foram estabelecidos para filtrar os alvos mais promissores para o presente estudo. Os
alvos selecionados foram entdo submetidos a experimentos de docking molecular para avaliar
a interacdo entre a molécula e seus alvos proteicos. Os resultados obtidos neste estudo
demonstram a aplicabilidade da abordagem computacional empregada para a identifica¢do de
potenciais alvos terapéuticos para quimioterapicos em fase de desenvolvimento. No entanto, ¢
importante ressaltar que os resultados in silico devem ser validados experimentalmente através
de ensaios in vitro e in vivo, pois, a validacdo experimental ¢ fundamental para confirmar a

interacdo da molécula com os alvos preditos e avaliar sua atividade bioldgica e toxicidade.

Palavras-chave: Cancer, quinona, in silico, drug target prediction, docking molecular



Molecular characterization and investigation of anticancer mechanisms of a quinone

containing two redox centers (ENSJ-1135) through in silico approaches
Abstract

Cancer, characterized by uncontrolled proliferation of neoplastic cells, represents one of the
greatest global health challenges. Tumor heterogeneity and the side effects associated with
conventional treatments drive the search for new, more effective, and less toxic therapies. The
identification of specific molecular targets is fundamental for the development of drugs with
greater selectivity and efficacy. In this way, computational approaches have proven to be
valuable tools to accelerate the drug discovery process, offering faster and more cost-effective
alternatives to traditional experimental methods. Virtual screening and target fishing are
examples of computational techniques that allow for the screening of large libraries of chemical
compounds in search of molecules with therapeutic potential. In this study, computational tools
were used to characterize and predict the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of
the molecule ENSJ-1135 (20b). Through prediction platforms such as SwissADME and
ProTox-3, the molecule's pharmacokinetic parameters, such as absorption, distribution,
metabolism, excretion, and toxicity, were evaluated. Subsequently, the target fishing technique
was employed to identify potential therapeutic targets, which consists of analyzing different
protein-ligand interaction databases, followed by the establishment of a set of criteria to filter
the most promising targets for this study. The selected targets were then subjected to molecular
docking experiments to evaluate the interaction between the molecule and its protein targets.
The results obtained in this study demonstrate the applicability of the computational approach
employed for the identification of potential therapeutic targets for anticancer drugs under
development. However, it is important to emphasize that in silico results must be validated
experimentally through in vitro and in vivo assays, as experimental validation is essential to
confirm the molecule's interaction with the predicted targets and to evaluate its biological

activity and toxicity.

Keywords: Cancer, quinone, in silico, drug target prediction, molecular docking
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1. Introducio

1.1. Cancer: Aspectos gerais

O cancer ¢ caracterizado por um crescimento anormal de células neoplésicas, que por
sua vez adquirem capacidades de formarem um tecido maligno, como melhor ilustrado na
Figura 1. Tais habilidades desenvolvidas pelas células cancerosas sao conhecidas na literatura
como Hallmarks of Cancer (Marcas registradas do cancer), onde atualmente sdo agrupadas 10
capacidades essenciais para o desenvolvimento tumoral: 1) Sinalizagdo de manutengdo
proliferativa, 2) evasdo de supressores de crescimento, 3) fuga do sistema imunoldgico, 4)
ativacao de imortalidade replicativa, 5) promog¢ao de inflamagao tumoral, 6) caracteristicas de
invasdo e metastase, 7) indugdo/acesso a vascularizagdo, 8) resisténcia a morte celular, 9)
instabilidade gendmica e mutacdes e 10) reprogramacao de metabolismo energético. Além do
mais, pesquisas recentes mostram que quatro caracteristicas potencialmente venham a integrar
esse grupo futuramente, sendo elas: Capacidade de plasticidade fenotipica, células senescentes,

reprogramagao epigenética ndo mutacional e microbiomas polimorficos (Hanahan, 2022).

Figura 1. Principais caracteristicas do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan, 2022.

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), os numeros de incidéncia e
mortalidade do cancer estdo rapidamente aumentando conforme o passar dos anos, afetando
pessoas de diversas faixa etarias em todos os paises do mundo, tornando-se um dos maiores

obstaculos a serem enfrentados para o acrescimento da estimativa de vida populacional. No ano
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de 2019, as estimativas da OMS mostraram que em 61% dos paises do mundo, o cancer ocupa
a primeira ou segunda colocagdo entre as causas de morte a individuos com menos de 70 anos
de idade. Além do mais, estima-se que no ano de 2020, cerca de 19.3 milhdes de novos casos
da doenga tenham sido notificados, além de causar quase 10 milhdes de mortes no mesmo ano.
Ademais, os nimeros de relatos anuais tendem a continuar crescendo, onde espera-se que no

ano de 2040 sejam notificados quase 29 milhdes de novos casos (Sung et al., 2021).

Figura 2. Ranking internacional das principais causas de morte em individuos com menos de 70 anos de idade em
2019
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Fonte: Adaptado de Sung et al., 2021.

1.2. Tratamentos anticincer

Desde a aprovagdo da mecloretenamina, o primeiro quimioterapico aprovado, muitos
programas foram criados para explorar a possibilidade de encontrar novas moléculas
anticancerigenas, e essa mudanga de perspectiva no ambiente farmacologico tem estimulado
uma corrida contra o tempo para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes
anticancerigenos. Atualmente, apesar de haver muitos medicamentos disponiveis para o
tratamento do cancer, a heterogeneidade de cada tumor e os efeitos colaterais da quimioterapia
sdo os dois principais problemas que estimulam novas pesquisas em busca de medicamentos
com melhor eficdcia e menos efeitos negativos. Apesar de possuirem mecanismos secundarios
em outros alvos, os quimioterapicos podem ser classificados em quatro grupos, de acordo com
seus mecanismos principais: agentes antimicrotiibulos, inibidores de topoisomerase, agentes
alquilantes e antimetabolitos. Por exemplo, o grupo das quinonas, como doxorrubicina e

daunorrubicina, e seus derivados epirrubicina e idarrubicina, cujo principal papel
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anticancerigeno ¢ caracterizado pela inibi¢ao da topoisomerase e quebras de DNA de fita dupla.
No entanto, elas também s3o responsaveis por causar aumentos nas espécies reativas de
oxigénio (EROs) e induzir a despolarizagao mitocondrial, resultando na morte celular (Tilsed

etal., 2022a).
1.3. Quinonas

As quinonas sdo uma classe de grupos quimicos organicos que engloba uma ampla gama
de compostos obtidos tanto por extracdo de produtos naturais quanto por métodos sintéticos.
Essa diversidade estrutural oferece intimeras possibilidades para aplicagdes bioldgicas,
influenciando uma ampla variedade de processos bioldgicos. Com uma extensa lista de
compostos, as quinonas ndo apenas exibem uma variedade impressionante de estruturas
moleculares, mas também demonstram um potencial significativo em pesquisa e
desenvolvimento em diversos campos bioldgicos e farmacéuticos. Esse grupo possui uma
estrutura quimica comum como padrdo: um nucleo aromatico com uma ligacdo dupla a um
oxigénio na posicao R, mais outra ligagdo dupla com um oxigénio na posi¢ao orto ou para do
nuicleo aromadtico. Assim, essa estrutura basica pode adquirir mais mudangas quimicas e
aumentar sua complexidade, gerando moléculas maiores como naftoquinonas e antraquinonas

(El-Najjar et al., 2011), conforme mostrado na Figura 3.

Figura 3. Estrutura basica de quinonas e seus principais derivados
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Fonte: Adaptado de El-Najjar et al., 2011. Criado com MarvinSketch.

Ao longo de varias décadas, as quinonas naturais, semissintéticas e seus derivados t€ém
recebido significativa atencdo no ambito da pesquisa farmacé€utica. Esses estudos tém
explorado a sintese, modificacdes e caracterizagdo desses compostos, enquanto

simultaneamente avaliam seus mecanismos multifacetados, principalmente seus mecanismos
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anticancerosos. O composto beta-lapachona, atualmente em ensaios clinicos, ¢ um dos
farmacos em desenvolvimento que mais chama aten¢do, especialmente para o tratamento de
tumores com expressao elevada da proteina NAD(P)H: quinona oxidorreductase 1 (NQO1). A
interacdo da beta-lapachona com tais tumores estd associada a indug¢do de uma resposta
pronunciada ao estresse oxidativo e subsequente morte celular apoptdtica. No entanto, a
pronunciada hidrofobicidade do composto representa um obstaculo primario para sua utilidade
clinica. Consequentemente, investigacoes em curso estao direcionadas ao desenvolvimento de
derivados de beta-lapachona capazes de contornar essa limitagao (Lima et al., 2021a). Embora
os pesquisadores tenham predominantemente explorado o papel farmacoldgico das quinonas
como transportadoras de elétrons, ¢ importante observar que esta classe quimica exibe uma
variedade diversificada de atividades biologicas, tornando-as candidatas promissoras para
aplicagdes em terapias anticancerigenas, antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias (Franza

& Gaudu, 2022).
1.3.1. Quinonas anticancer

Entre os principais mecanismos antitumorais das quinonas, como ilustrado na Figura 4,
se destacam diversos mecanismos epigenéticos, como induzir aumento de expressdo de genes
supressores de tumor como PTEN e FANCC, intercalagdo de DNA, quebra de dupla fita,
indugdo de clivagem de DNA por Topoisomerase I e II e producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), quando metabolizadas por enzimas redutoras que atuam através de
mecanismos de transporte de elétrons, por exemplo, NQO1, NQO2 e redutases do citocromo
P450. Essa amplitude de atuagdo se dé por conta da estrutura quimica privilegiada presente nas
quinonas, que possuem oxigénios atuando como heterodtomos e anéis aromaticos ricos em
elétrons que podem atuar em processos de substituicoes eletrofilicas. Além disso, algumas
quinonas possuem adi¢do de grupos azdis, estruturas quimicas ricas em nitrogénio, que a

tornam mais estaveis e também podem atuar como heteroatomos.
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Fonte: Adaptada de El Omari et al., 2021 e Zen et al., 2011. Criada com Biorender.com.

Entre as varidveis de quinonas como benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas, as

que possuem grupos hidroxila em posi¢des orfo ou adjacentes ao grupo carbonil, sdo de extremo

interesse farmacoldgico por possuirem a capacidade de formarem um complexo quelante de

metal altamente estavel, dessa forma, podendo influenciar diretamente em alteragdes de

estruturas proteicas e atuarem cm sitios de reconhecimento, ligagdo e catalise, como ilustrado

na Figura 5 (Dahlem Junior et al., 2022; El Omari et al., 2021; Zen et al., 2011).

Figura 5. Quinonas e derivados atuando como quelantes de metais
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1.3.2. Quinonas sintéticas

Os mecanismos multialvos das quinonas estimulam a procura de novas variagdes
moleculares que possam aperfeigoar os seus potenciais farmacolégicos € a0 mesmo tempo
reduzir os seus efeitos adversos. Como por exemplo, quinonas hibridas com atomos de bromo

e selénio, sintetizadas a partir de reacdes de click chemistry (Jardim et al., 2018).

Entre as diversas variacdes moleculares, quinonas contendo dois centros redox
interligadas por um grupo azol demonstram toxicidade e seletividade contra linhagens celulares
cancerosas, como reportado por LIMA e colaboradores (2021), quinonas até¢ 51 vezes mais
seletivas a linhagem celular cancerosa HCT-116, quando comparada com a linhagem nao-
tumoral L-929 (Lima et al., 2021b). Apos os resultados positivos relatados, o mesmo grupo
sintetizou outras variaveis de quinonas com dois centros redox, entre elas, a molécula ENSJ-
1135 (20b), ilustrada na Figura 6. Por mostrar um alto nivel de citotoxicidade e ter um dos
melhores niveis de seletividade as linhagens cancerosas quando comparada a linhagem nao-

tumoral L-929 (Oliveira et al., 2023), a molécula foi selecionada para o estudo de 7arget fishing.

Figura 6. Estrutura quimica bidimensional da quinona ENSJ-1135 (20b)

HN

/ OH

Fonte: Oliveira et al., 2023. Molécula desenhada através da plataforma ChemSpider

Portanto, diante da sua variedade de aplicagdes biologicas e sua composi¢ao estrutural
bastante diversificada, quinonas naturais, semissintéticas e seus derivados tém recebido atengao
consideravel, com foco na sintese, modificacdo e caracterizacdo desses compostos. O destaque
que as quinonas apresentam na pesquisa de compostos com mecanismos multialvos, incentiva
a busca de novas moléculas com potenciais farmacoldgicos aprimorados e de efeitos adversos
minimizados, caracteristicas atrativas no desenvolvimento de novos tratamentos

antineoplasicos.
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1.4. Experimentos in silico no desenvolvimento de novas drogas

A identificagdo de alvos de compostos bioativos ¢ uma etapa essencial para o
desenvolvimento de novas drogas, contribuindo ativamente no entendimento de potenciais
aplicacdes clinicas e possiveis efeitos colaterais indesejaveis. Porém, os métodos convencionais
de identificag¢do de alvos, como analises de expressoes génicas, demandam muito tempo € um
alto custo monetario. Dessa forma, abordagens computacionais capazes de realizar triagens de
alvos farmacologicos se tornam alternativas promissoras, a fim de acelerar processos e reduzir

custos.

Entre as principais abordagens in silico estdo o virtual screening e o Target fishing.
Enquanto o virtual screening realiza pesquisas baseadas em uma extensa biblioteca de
moléculas pré-estabelecidas e calcula predi¢cdes a partir do grau de similaridade entre as
moléculas quimicas, o processo de Target fishing consiste em realizar o processo reverso,

baseando-se em alvos mais promissores a molécula fornecida como teste (Galati et al., 2021).
1.4.1. Target Fishing

Por se tratar de uma metodologia que tem como referéncia os alvos em potencial de
atuacdo de uma determinada molécula, a abordagem de Target fishing também ¢ capaz de
realizar predigdes de possiveis efeitos adversos, possiveis poli farmacologias e
reposicionamento de drogas. Essa metodologia pode ser dividida em duas categorias principais,
variando de acordo com o tipo de dados utilizados como referéncia, podendo ser baseadas no

ligante ou baseadas nos receptores.

Abordagens focadas no ligante sdo as mais vantajosas em estudos de larga escala, visto
que possuem um custo computacional menor, alta flexibilidade e melhores possibilidades de
aplicacdo de aprendizado de maquina. Em contraste, as abordagens focadas nos receptores,
apesar de possuirem um custo computacional maior, sdo capazes de realizar predi¢des
tridimensionais de espagos quimicos ainda ndo explorados. Dessa forma, a associa¢do de ambas
estratégias € capaz de fornecer triagens com qualidade mais refinada, a fim de direcionar melhor

os estudos de desenvolvimento de drogas(Galati et al., 2021).
2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Caracterizar e realizar predigdes farmacocinéticas e farmacodinamicas da molécula

ENSJ-1135 (20b) através de experimentos in silico.



24

2.2 Objetivos especificos

- Caracterizar quimicamente e avaliar parametros farmacocinéticos via as plataformas
in silico SwissADME e ProTox-3.0 e comparar os resultados obtidos com um quimioterapico de

referéncia utilizado clinicamente;

- Identificar os alvos mais provaveis através da metodologia de Target Fishing utilizando
os bancos de dados de andlise estrutura-atividade STarFish, TargetNetEnsemble,

SwissTargetPrediction € Cortellis Drug Discovery Intelligence (CDDI);

- Executar experimentos de docking molecular nos alvos selecionados a fim de propor

0s possiveis mecanismos de acdo da molécula teste;
- Comparar e discutir as predi¢des obtidas com resultados ja relatado na literatura.

3. Materiais e métodos

3.1. Desenho experimental

Conforme ilustrado na Figura 7, o desenho experimental inicia-se através de extensas
pesquisas bibliograficas sobre a variedade estrutural de moléculas quinonas de origem natural
e sintética prospectadas. A molécula ENSJ-1135, desenvolvida por Oliveira e colaboradores
(2021), foi selecionada como objeto de estudo, a fim de realizar predi¢des de seus pardmetros
farmacocinéticos e possiveis atuagdes farmacodinamicas. Dessa forma, o objeto de estudo foi
submetido primeiramente as plataformas de predigdes farmacocinéticas e posteriormente,

predigdes farmacodinamicas.

Assim, a metodologia de Target fishing foi o primeiro procedimento de predigdo
farmacodinamica a ser aplicado. Posteriormente, os dados obtidos foram submetidos a critérios
de exclusdo estabelecidos a fim de focar o estudo em mecanismos anticancer da molécula teste.
Ap0s arealizacdo da triagem, os alvos seguiram para experimentos de docking molecular, a fim

de obter um refinamento melhor dos alvos previstos.
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Figura 7. Desenho experimental da pesquisa
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3.2. Experimentos in silico

3.2.1. Avaliaciio de parametros farmacocinéticos

Como primeiro passo, foram realizadas pesquisas bibliograficas a fim de encontrar um
farmaco ja utilizado clinicamente para ser utilizado como controle positivo durante as analises
farmacocinéticas. Assim, o quimioterapico doxorrubicina foi selecionado como controle
positivo, visto que o mesmo ja foi utilizado como controle positivo no estudo de referéncia que
relatou a sintese da molécula alvo do presente estudo e ambas fazem parte do mesmo grupo

quimico.

Dessa forma, apos escolher o farmaco a ser utilizado como controle positivo, realizou-
se uma anélise de comparacio estrutural por meio da metodologia de Indice de Tanimoto
(Todeschini et al., 2012). As estruturas quimicas das moléculas (teste e controle positivo) foram
convertidas em codigos SMILEs (Tabela 1) e em seguida foram submetidas a um script criado
em linguagem de programagao Python, utilizando a biblioteca RDKit e executado na plataforma
Google Colab, a fim de calcular o nivel de similaridade quimica entre elas. O cddigo a seguir

demonstra a implementagdo da fun¢ao ‘Tanimoto calc’:
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numpy np
'pip install rdkit
rdkit
rdkit
rdkit AllChem

rdkit DataStructs

(smil, smiZ2):
Chem.MolFromSmiles (smil)
Chem.MolFromSmiles (smi2)

AllChem.GetMorganFingerprintAsBitVect (moll,

AllChem.GetMorganFingerprintAsBitVect (mol2,

round (DataStructs.TanimotoSimilarity (fpl, £fp2), )

5]

Tabela 1. Caracteristicas quimicas estruturais e conversdo a codigo SMILE da molécula teste ¢ o quimioterapico
de referéncia utilizado como controle positivo

Composto | Férmula molecular | Peso molecular (g/mol) | SMILE
OC1=C2C(=0)C=C(NC
C3=CN(CC4CC5=C(04

ENSJ-1135 Ca6H18N4Os 482.44 )C4=C(C=CC=C4)C(=0
)C5=0)N=N3)C(=0)C2
=CC=C1
CCl1C(C(cconoczce
C(CC3=C2C(=C4C(=C3

Doxorrubicina C27H29NO1; 543.5 0)C(=0)C5=C(C4=0)C(
=CC=C5)0C)0)(C(=0)
CO)O)N)O

Fonte: Propria, adaptado de informagdes obtidas através da plataforma online PubChem

Ap6s a selecdo do quimioterapico controle positivo, os perfis farmacocinéticos foram
elaborados contendo predicdes dos pardmetros de absor¢do, distribuicdo, metabolizacao,
excrecao e toxicidade (ADMET). O servidor online SwissADME foi utilizado para avaliar todos

os parametros citados, com excecao da toxicidade, avaliada pela plataforma ProTox-3.0.
3.2.2. Predicao de alvos através da abordagem de Target Fishing

Tendo em vista que quinonas possuem muitos mecanismos em potencial, a estratégia de
Target Fishing tornou-se ideal para iniciar a busca por possiveis alvos da molécula ENSJ-1135,
dado ao fato de que € capaz de prever uma ampla gama de alvos candidatos de maneira fécil,
rapida, organizada e econdmica. Geralmente, o Indice de Tanimoto é a metodologia comumente

escolhida para os célculos de comparagdes estruturais, e a partir disso, as probabilidades sdo
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calculadas utilizando fatores bidimensionais e tridimensionais, gerando resultados de relagao
estrutura-atividade quantitativa ou QSAR (do inglés, Quantitative Structure-Activity
Relationship). Para executar a abordagem, quatro plataformas foram selecionadas:
SwissTargetPrediction, STarFish e TargetNetEnsemble trés entre as principais plataformas de
acesso aberto capazes de executar esse procedimento (Galati et al., 2021). Conjuntamente,
também se utilizou a plataforma Cortellis Drug Discovery Intelligence (CDDI), desenvolvida
pela empresa Clarivate Analytics, a fim de enriquecer o escopo do estudo com plataformas que

ndo sao de acesso aberto.

A fim de refinar ao maximo a confiabilidade dos alvos que seriam selecionados para os
testes de docking molecular, trés critérios de exclusdo foram estabelecidos. O primeiro critério
de exclusao estabelecido foi a presenga em apenas uma Unica plataforma de predigdo, portanto,
apenas proteinas que se repetiram em duas ou mais plataformas foram consideradas aptas a
seguirem para o proximo critério de exclusdo. A primeira triagem resultou em um grupo
contendo proteinas humanas e ndo humanas, porém, apenas proteinas humanas eram de
interesse para o estudo. Portanto, o segundo critério de exclusdo consistiu em eliminar todas as
proteinas ndo pertencentes a espécie Homo sapiens. Considerando que o objetivo principal do
estudo se tratava de avaliar mecanismos anticancer da molécula, o terceiro critério de exclusido
estabelecido foi responsavel por retirar proteinas ndo atuantes de maneira direta ou indireta em

neoplasias.
3.2.3. Docking molecular

Para os testes de docking molecular, o primeiro passo necessario a ser realizado foi a
escolha das estruturas ideais para a realiza¢dao das predigdes. Para a execucao dessa etapa, o
banco de dados UniProt foi utilizado para realizar a pesquisa sobre sequéncia de aminoacidos
das estruturas proteicas e para localizar o codigo de suas estruturas depositadas na plataforma
Protein Data Bank. Com o objetivo de realizar testes com maior confiabilidade, apenas
estruturas de proteinas sem mutacao e obtidas meio de difragdo de raio-x foram selecionadas

para prosseguirem aos experimentos de docking molecular.

Apo6s selecionar e adquirir os arquivos em extensdao .PDB, as estruturas que nao se
encontravam em forma de mondmero foram editadas via PyMol Molecular Graphics System —
Version 3.0.3 (Schrodinger, LLC), padronizando todas as estruturas em forma monomérica.

Entre as proteinas selecionadas, oito delas ndo tinham suas devidas estruturas sem mutagdes e



28

obtidas por meio de difragdo de raio-x depositadas no Protein Data Bank, portanto, para manter

o esquema de padronizagdo intacto, optou-se por excluir as proteinas citadas.

A molécula ENSJ-1135 teve sua estrutura quimica desenhada de maneira bidimensional
através do software MarvinSketch — Chemaxon Ltd., e depois transformada em arquivo de
extensdo .SDF. Antes da realizagdo dos experimentos de docking molecular, o composto teste
foi submetido ao software OpenBabel — Version 3.1.0, tendo sua estrutura devidamente
adequada ao pH de 7,4 (pH fisioldgico), visando simular condigdes fisiologicas de uma melhor

maneira e ndo ser afetado por nenhum viés ocasionado por diferentes condi¢des de protonagao.

Estando em posse dos arquivos necessarios, devidamente adequados para a realizacao
do teste, os arquivos foram submetidos a plataforma online brasileira DockThor — Version 2.0
(disponivel através do link https://dockthor.Incc.br/v2/), que realiza experimentos virtuais
através do Supercomputador SDumont, localizado no Laboratério Nacional de Computagao

Cientifica (LNCC), Petropolis — Rio de Janeiro — Brasil.

As configuragdes foram estabelecidas de acordo com o manual disponibilizado pela
plataforma, onde as proteinas foram submetidas, enviadas e automaticamente padronizadas de
acordo com os parametros MMFF94 (do inglés, Merck Molecular Force Field 94). Nas etapas
de adi¢dao de cofatores e moléculas de 4gua, por ndo haver disponibilidade de cofatores em
algumas das proteinas adquiridas, optou-se por realizar todos os testes ausentes da influéncia
de agua e cofatores. Em seguida, o arquivo contendo a molécula teste gerado pelo software
OpenBabel foi submetido como ligante e realizou-se procedimento de docking cego, seguindo
sempre o mesmo padrdo de pardmetros (pardmetros selecionados de acordo com a capacidade

maxima oferecida pela plataforma) para todas as proteinas, conforme ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros padronizados para a realiza¢do dos experimentos de docking cego

Parimetro Valor
Dimensao da caixa XYZ 40
Discretizacio 0,42
Numero de avalia¢des 1.000.000
Tamanho populacional 750
Numero de corridas 24

Fonte: Propria, elaborada conforme os critérios pré-estabelecidos no manual instru¢des da plataforma utilizada

Ao coletar os resultados, as estruturas proteicas antes do procedimento foram utilizadas
para servir de comparagao para avaliar o nivel de modificagdo estrutural gerada pela molécula

teste em complexo com a proteina, e as 10 reagdes mais provaveis foram selecionadas para
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analises posteriores, a fim de escolher qual posi¢do mais adequada para utilizar como resultado
do experimento. Para realizar a anélise dos resultados, as estruturas proteicas foram visualizadas
através do software Discovery Studio Visualizer — Version 21.1 onde foram separadas por
clusters e tiveram sua posi¢ao mais provavel escolhida a partir da variagdo de poses em cada
cluster e associagdes entre valores de energia total (quanto menor, mais estavel a reacdo),
energia de interacdo (soma das energias de Coulomb e Van der Waals) e energia livre de Gibbs

(AG).

Apos a escolha das melhores posi¢des entre a molécula teste e cada proteina alvo, os
complexos proteina-ligante foram montados utilizado o software PyMol e foram salvos em
arquivos em extensao .PDB. Posteriormente, os complexos melhores ranqueados de acordo
com as associacoes citadas no paragrafo anterior, foram explorados para cria¢do de figuras, a
fim de ilustrar as melhores interagdes. Tais figuras e analises adicionais foram realizadas a partir
dos softwares PyMol e Maestro V.14.1.138 — Schrodinger Inc, considerando interagdes em até
5A de distancia.

4. Resultados
4.1. Comparacao estrutural entre a molécula teste e o farmaco quimioterapico

referéncia a ser utilizado como controle positivo

Através da metodologia de execucdo in silico do calculo do Indice de Tanimoto, ja
descrita anteriormente, os dados de semelhancas estruturais foram calculados, ¢ o farmaco
doxorrubicina foi escolhido como controle, visto que, além de ser amplamente utilizado
clinicamente e também fazer parte do grupo quimico das quinonas, foi também utilizado como
controle positivo nos testes de citotoxicidade no artigo em que a molécula ENSJ-1135 foi
publicada. Apesar de ambos compostos serem classificados como quinonas, o valor obtido foi
0,15 (equivalente a 15% de semelhanca estrutural), ndo demonstrando um alto grau de
similaridade. Para ter certeza que o teste foi realizado de maneira correta, a proépria molécula
ENSJ-1135 foi utilizada como estrutura controle, a fim de demonstrar o valor maximo,

demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Representagio grafica em barras demonstrando os resultados do calculo do Indice de Tanimoto entre
a molécula teste e o fArmaco quimioterapico utilizado como controle

Comparacao de similaridade
estrutural

1)

Similaridade estrutural
(Max.

Indice de Tanimoto

Fonte: Representagdo grafica realizada através do software GraphPad Prism - version 8.0
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4.2. Predicoes farmacocinéticas

Os parametros de ADME foram adquiridos a partir da submissao das estruturas SMILEs
na plataforma SwissADME, que realizou os devidos célculos necessarios para predizer os

valores fornecidos na Figura 9.
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Figura 9. Comparacdo entre os parametros ADME  gerados via  SwissADME

" @
Doxorrubicina ENSJ-1135
o OH
OH
CH
o
n="
l
o o OH o] o CH3 ”
HaC/
OH
NH2
Propriedades fisico-quimicas
Formula C27H29NO11 Fommila CoH1BNACKG
Molecular weight 543.52 g/mol Molecular weight 482.44 g/mol
Num. heavy atoms a9 Num. heavy atoms 36
Num. arom. heavy atoms 12 Num. arom. heavy atoms 17
Fraction Csp3 0.44 Fraction Csp3 0.15
Num. rotatable bonds 5 Num. rotatable bonds 5
Num. H-bond acceptors 12 Num. H-bond acceptors 8
Num. H-bond donors 6 Num. H-bond donors 2
Molar Refractivity 132.66 Molar Refractivity 124.49
TPSA 206.07 A* TPSA 140.48 A2
Lipofilicidade
Log Py (LOGP) 2.16 Log Py (ILOGP) 2.00
Log Py (XLOGP3) 1.27 Log Py, (XLOGP3) 213
Log P,,,, (WLOGP) -0.32 Log Py (WLOGP) 1.85
Log Popy (MLOGP) -2.10 Log Peyy (MLOGP) -0.49
Log Py, (SILICOS-IT) 117 Log Popy (SILICOSAIT) 2.56
Consensus Log Py, 0.44 Consensus Log Pojy 1.61
Hidrossolubilidade
Log S (ESOL) -3.91 Log S (ESOL) -4.19
Solubility 6.72e-02 mg/ml ; 1.24e-04 mol/l | |Sclubility 3.10e-02 mg/ml ; 6.42e-05 mol/l
Class Soluble Class Moderately soluble
Log S (Ali) -5.20 Log S (Ali) -4.71
Solubility 3.46e-03 mg/ml ; 6.36e-06 mol/l | [Solubility 9.37e-03 mg/ml ; 1.94e-05 mol/l
Class Moderately soluble Class Moderately soluble
Log S (SILICOS-IT) -3.46 Log S (SILICOS-IT) -6.75
Solubility 1.87e-01 mg/ml ; 3.44e-04 mol/l | [Solubility 8.48e-05 mg/ml ; 1.76e-07 mol/l
Class Soluble Class Poorly soluble
Farmacocinética

Gl absorption Low Gl absorption High
BBB permeant No BBB permeant No
P-gp substrate Yes P-gp substrate Yes
CYP1A2 inhibitor No CYP1A2 inhibitor No
CYP2C19 inhibitor No CYP2C19 inhibitor No
CYP2C9 inhibitor No CYP2C9 inhibitor Yes
CYP2D6 inhibitor No CYP2D6 inhibitor No
CYP3A4 inhibitor No CYP3A4 inhibitor No
Log Kj, (skin permeation) -8.71 cm/s Log K;, (skin permeation) -7.73cmls

Druglikeness
Lipinski No; 3 violations: MW=>500, NorO>10, NHorOH>5 Lipinski Yes; 0 violation
IGhose No; 2 violations: MW>480, MR>130 Ghose Noj; 1 violation: MW>480
\Veber No; 1 violation: TPSA=140 ‘eber Ng; 1 violation: TPSA>140
Egan No; 1 violation: TPSA>131.6 Egan No; 1 violation: TPSA>131.6
Musgge No; 3 viclations: TPSA>150, H-acc>10, H-don>5 Muegge Yes
[Bioavailability Score 017 Bioavailability Score 0.56

Fonte: Adaptado de resultados obtidos através da plataforma SwissA DME
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Os calculos mostraram que os parametros farmacocinéticos tendem a possuir grandes
divergéncias entre a molécula teste e o farmaco controle positivo. Comegando por critérios
de solubilidade e absor¢do, a doxorrubicina possui um maior valor de area de superficie
polar topologica (TPSA, do inglés, Topological Polar Surface Area) quando comparada com
amolécula ENSJ-1135, que ¢ um fator essencial para a determinacao de absorgdes avaliadas
posteriormente. Ambas possuem um valor de TPSA alto o suficiente para torna-las
impermedveis a barreira hematoencefalica, porém, ainda assim possuem grandes
divergéncias entre seus valores. O valor mais alto favorece com que o farmaco
doxorrubicina tenha uma solubilidade maior em agua, porém, sua alta polaridade se torna
um fator limitante em relacao a sua absor¢ao tecidual. Dessa forma, o composto ENSJ-1135,
por possuir um menor valor de TPSA, possui uma maior facilidade em ser absorvido pelo
sistema gastrointestinal, ¢ mais lipossolivel e menos hidrossolivel, quando comparado ao

controle positivo (Daina et al., 2017).

Em relacdo a metabolismo e intera¢des, a doxorrubicina nao inibe nenhuma das
principais enzimas do citocromo P450, enquanto a droga ENSJ-1135 inibe a CYP2C9,
podendo resultar em interagdes farmacologicas. Enquanto os parametros utilizados para
predicdo de druglikeness, que avalia caracteristicas desejaveis a farmacos em
desenvolvimento como permeabilidade e biodisponibilidade, a doxorrubicina ndo mostrou
valores promissores nos pardmetros de absor¢do e biodisponibilidade. Em contra partida, o
composto ENSJ-1135 apesar de ter reprovado em trés dos cinco parametros utilizados,
apresenta uma biodisponibilidade classificada como boa, sendo trés vezes maior do que os

valores obtidos pela doxorrubicina (Daina et al., 2017).

A predigdo de pardmetros de toxicidade obtidos a partir da submissdo das estruturas
moleculares na plataforma ProTox-3.0, ilustrado na Figura 10, realizou uma classificagado
variavel entre os niveis de 1 a 6, onde quanto mais proximo do nivel 1, mais toxico € o
composto. A doxorrubicina foi considerada um composto de classe 3, com uma dose letal
média (LD50, do inglés, lethal dose) de 205mg/kg, enquanto o composto ENSJ-1135 foi

classificado como classe 4, com uma LD50 prevista em 3000mg/kg.



Figura 10. Comparagao entre os parametros toxicidade gerados via ProTox-3.0
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Além de realizar a predigdo toxicoldgica contendo dose letal média, a plataforma

também foi capaz de gerar resultados de toxicidade sistémica de maneira detalhada, conforme

ilustrada nas Tabelas 3 ¢ 4.

Tabela 3. Predigdes de toxicidade sistémica detalhada da droga doxorrubicina obtidas através da plataforma

ProTox3.0
Classificacio Alvo Predicio Probabilidade
Metabolismo CYP2C9 0,73
Metabolismo CYP2D6 0,92
Metabolismo CYP2C19 0,97
Metabolismo CYP3A4 0,98
Metabolismo CYP1A2 0,99
Metabolismo CYP2E1 0,99
Eventos de Iniciacao Receptor beta do horménio
Molecular tireoidiano(THR ) 0.78
Eventos de Iniciag¢do
Molecular Acetilcolinesterase (AChE) 0,86
Eventos de Iniciacdo Receptor alfa do hormdnio 0.90

Molecular

tireoidiano (THRa)




Eventos de Iniciagdo
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciagdao
Molecular
Eventos de Iniciagdo
Molecular
Eventos de Iniciagdo

Molecular

Eventos de Iniciagao

Molecular

Eventos de Iniciagdo
Molecular
Eventos de Iniciacao
Molecular
Eventos de Iniciagdo
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciacao
Molecular
Toxicidade organica
Toxicidade orgéanica
Toxicidade organica
Toxicidade organica
Toxicidade organica
Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21

Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21

Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21

Vias de sinalizagao do

receptor nuclear Tox21

Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21

Receptor de glutamato N-
metil-D-aspartato(NMDAR)

Receptor Pregnano X(PXR)

Canais de sodio regulados por

voltagem(VGSC)

Receptor GABA(GABAR)

Transtiretrina (TTR)

Receptor alfa-amino-3-hidroxi-
S-metil-4-
isoxazolpropionato(AMPAR)
NADH-quinona
oxidoredutase(NADHOX)

Receptor de rianodina(RYR)

Receptor constitutivo de

androstano (CAR)

Simportador Na+/I-(NIS)

Receptor cainato(KAR)

Cardiotoxicidade

Neurotoxicidade

Nefrotoxicidade
Toxicidade respiratoria

Hepatotoxicidade
Aromatase

Dominio de Ligagdo ao
Ligante do Receptor de
Androgeno (AR-LBD)
Receptor de Estrogénio
Alfa(ER)

Dominio de Ligagdo ao
Ligante do Receptor de
Estrogénio(ER-LBD)
Receptor de hidrocarboneto de

arila(AhR)

Ativo

Ativo

Inativo
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0,92

0,92

0,95

0,96

0,97

0,97

0,97

0,98

0,98

0,98

0,99

0,64
0,74
0,80
0,91
0,86

0,52

0,55

0,73

0,74

0,92




36

; - Receptor gama ativado por
Vias de sinalizagao do

proliferador de 0,97
receptor nuclear Tox21 ;
peroxissoma(PPAR-Gamma)
Vias de sinalizagdo do
Receptor de andrégeno (AR) 0,99
receptor nuclear Tox21
Vias de respostas a estresse Fosfoproteina (supressor de .
Ativo 0,52
Tox21 tumor)p53
Vias de respostas a estresse Potencial de membrana
) ] Inativo 0,56
Tox21 mitocondrial( MMP)
; Proteina 5 contendo o dominio
Vias de respostas a estresse . .
AAA da familia ATPase Inativo 0,63
Tox21
(ATADS)
Fator nuclear (2 derivado de
Vias de respostas a estresse eritroide) semelhante a 0.98
Tox21 2/elemento responsivo a '
antioxidantes (nrf2/ARE)
Vias de respostas a estresse Elemento de resposta do fator e
Tox21 de choque térmico(HSE) ’
Pontos finais de toxicidade Toxicidade clinica 0,84
Pontos finais de toxicidade Citotoxicidade 0,94
Pontos finais de toxicidade Mutagenicidade 0,98
Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade 0,99
Pontos finais de toxicidade Ecotoxicidade Inativo 0,58
Pontos finais de toxicidade Toxicidade nutricional Inativo 0,69
Pontos finais de toxicidade Carcinogenicidade 0,90
Pontos finais de toxicidade Barreira hemato-encefalica 1

Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos na plataforma ProTox3.0

Tabela 4. Predi¢des de toxicidade sistémica detalhada da molécula ENSJ-1135 obtidas através da plataforma
ProTox3.0

Classificaciio | Alvo | Predicio | Probabilidade
Metabolismo CYP2C9 Inativo 0,61
Metabolismo CYP2D6 Inativo 0,61
Metabolismo CYP3A4 Inativo 0,69
Metabolismo CYP2C19 0,78
Metabolismo CYP1A2 0,83
Metabolismo CYP2E1 0,97
Eventos de Iniciag@o - .
Acetilcolinesterase (AChE) Ativo 0,56
Molecular
Eventos de Iniciagao Receptor beta do hormonio 078

Molecular tireoidiano(THR)




Eventos de Inicia¢do
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Inicia¢do
Molecular
Eventos de Iniciagdo

Molecular

Eventos de Inicia¢do

Molecular

Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciacdo
Molecular
Eventos de Iniciagdo
Molecular
Eventos de Iniciagao
Molecular
Eventos de Iniciacao
Molecular
Toxicidade organica
Toxicidade organica
Toxicidade organica
Toxicidade organica
Toxicidade orgénica
Vias de sinalizagdo do
receptor nuclear Tox21
Vias de sinaliza¢do do
receptor nuclear Tox21
Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21

Vias de sinalizagdo do

receptor nuclear Tox21
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Receptor alfa do horménio
tireoidiano (THRa)
Receptor de glutamato N-
metil-D-aspartato(NMDAR)

Receptor Pregnano X(PXR)

Canais de sodio regulados por

voltagem(VGSC)

Receptor GABA(GABAR)

Transtiretrina (TTR)

Receptor alfa-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-
isoxazolpropionato(AMPAR)
NADH-quinona
oxidoredutase(NADHOX)

Receptor de rianodina(RYR)

Receptor constitutivo de

androstano (CAR)

Simportador Na+/I-(NIS)

Receptor cainato(KAR)
Hepatotoxicidade Ativo
Nefrotoxicidade Ativo

Toxicidade respiratoria

Neurotoxicidade Inativo
Cardiotoxicidade
Receptor de hidrocarboneto de
arila(AhR)

Receptor de Estrogénio
Alfa(ER)

Aromatase

Dominio de Ligagdo ao
Ligante do Receptor de
Androgeno (AR-LBD)

0,90

0,92

0,92

0,95

0,96

0,97

0,97

0,97

0,98

0,98

0,98

0,99

0,56
0,57
0,73
0,57
0,82

0,81

0,87

0,92

0,94
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Dominio de Ligagdo ao
Vias de sinalizagdo do

Ligante do Receptor de 0,95
receptor nuclear Tox21 )
Estrogénio(ER-LBD)
; - Receptor gama ativado por
Vias de sinalizagdo do i
proliferador de 0,96
receptor nuclear Tox21 ;
peroxissoma(PPAR-Gamma)
Vias de sinalizagdo do
Receptor de andrégeno (AR) 0,97
receptor nuclear Tox21
Vias de respostas a estresse Potencial de membrana 0.74
Tox21 mitocondrial( MMP) '
Vias de respostas a estresse Fosfoproteina (supressor de 0.89
Tox21 tumor)p53 ’
Fator nuclear (2 derivado de
Vias de respostas a estresse eritroide) semelhante a el
Tox21 2/elemento responsivo a '
antioxidantes (nrf2/ARE)
Vias de respostas a estresse Elemento de resposta do fator 0.90
Tox21 de choque térmico(HSE) ’
; Proteina 5 contendo o dominio
Vias de respostas a estresse .
AAA da familia ATPase 0,91
Tox21
(ATADS)
Pontos finais de toxicidade Carcinogenicidade Ativo 0,51
Pontos finais de toxicidade Toxicidade nutricional Ativo 0,54
Pontos finais de toxicidade Mutagenicidade Ativo 0,58
Pontos finais de toxicidade Toxicidade clinica Ativo 0,61
Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade _ 0,97
Pontos finais de toxicidade Barreira hemato-encefalica Inativo 0,54
Pontos finais de toxicidade Ecotoxicidade Inativo 0,62
Pontos finais de toxicidade Citotoxicidade Inativo 0,63

Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos na plataforma Pro7ox3.0

4.3. Target Fishing

Ao todo, mais de 1900 proteinas foram captadas como potenciais alvos, e
sequencialmente foram submetidas aos critérios de exclusdo estabelecidos e ja relatados
anteriormente na metodologia. Como resultado da primeira triagem, restaram 249 proteinas
humanas e ndo humanas, que posteriormente foram reduzidas a 224 proteinas humanas com
probabilidade de serem afetadas pela molécula ENSJ-1135. Porém, apenas 123 dessas proteinas

estavam relacionadas diretamente ou indiretamente ao desenvolvimento de neoplasias,
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resultando em proteinas com fungdes variadas aptas a seguirem as etapas posteriores de

preparacdo para a realizagdo dos experimentos de docking molecular.
4.4. Docking Molecular

Durante as etapas de obtencao de estruturas proteicas obtidas por cristalografia de raio-
x disponiveis na plataforma Protein Data Bank, oito proteinas ndo tinham suas estruturas
devidamente encaixadas nos critérios de exclusdo e inclusdo estabelecidos, resultando em
exclusdo destas aos experimentos de docking molecular. Dessa forma, conforme melhor
ilustrado e detalhado na Figura 11, 114 estruturas foram consideradas aptas a prosseguir ao

experimento.

Figura 11. Ilustracdo da distribuicdo dos alvos considerados aptos para seguir aos testes posteriores
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Reg. de transcrigao Fosfoproteinas
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(10.5%)

Quinases
(55.3%)

Fonte: Propria

Considerando as 10 poses mais provaveis resultadas dos experimentos de docking
molecular cego entre a molécula ENSJ-1135 e as proteinas alvos, em pelo menos 70% das vezes
o complexo proteina/ligante afetou sitios criticos ao funcionamento de 85 entre as 114 proteinas
selecionadas para o experimento, tendo a distribuicao de alvos detalhada na Figura 12. Ap6s o
detalhamento amplo da distribui¢do do numero de poses em que a molécula alvo ocupou um

sitio critico ao funcionamento da proteina alvo, reduziu-se o escopo de avaliagdo a fim de
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analisar de forma qualitativa as reacdes formadas em cada complexo e determinar os alvos mais
provaveis da molécula teste. Assim como ilustrado na Figura 13, o foco foi direcionado aos
complexos em que a molécula ENSJ-1135 ocupou sitios essenciais dos alvos em pelo menos 7
das 10 reagdes mais provaveis preditas pelos experimentos de docking molecular. Apos a
reducdo do escopo do estudo, voltando-se a abordar as reacdes mais provaveis, optou-se por
detalhar cada reagdo de maneira qualitativa, analisando as naturezas de ligagdes quimicas
estabelecidas entre o ligante ¢ o alvo, conforme melhor ilustrado na Figura 14, a fim de
estabelecer quais os alvos mais promissores. Por conta da extensa quantidade de dados, os

resultados completos serdo implementados como material suplementar.
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Figura 12. Distribui¢@o entre as classes de proteinas submetidas ao experimento, contendo dados numéricos de
proteinas em cada grupo e posi¢des envolvendo regides consideradas criticas ao funcionamento das proteinas

durante a formag@o do complexo com o ligante
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Figura 13. Detalhamento das reacdes em que os complexos proteina/ligante afetaram sitios criticos das proteinas
em pelo menos 70% das vezes, contendo os codigos .PDB das estruturas escolhidas e o nimero de reagdes
consideradas criticas
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;
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Figura 14. Detalhes das energias de interagdo formadas nos complexos escolhidos como mais provaveis,
resultantes da soma das energias de Van der Waals (hidrofobicas) e Coulomb (cargas elétricas)
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;
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4.4.1. Quinases

Os resultados de docking molecular mostraram que apesar da quinona ENSJ-1135,
assim como outras quinonas, possuir atragao pelo sitio catalitico das enzimas NQO1 ¢ NQO2,
potencialmente gerando radicais livres, esse ndo parece ser o seu principal mecanismo de acao.
A molécula mostrou padrdes de ligagdes seletivos, fortes e estaveis aos sitios de ATP em maioria
das proteinas quinases testadas, principalmente em proteinas reguladoras de ciclo celular, como
AURKA (PDBID: 5DN3), CDKs 1, 2, 4, 5 ¢ 7 (PDBIDs: 6GU6, 1DI8, 3G33, 4AUS ¢ 8P4Z,
respectivamente) e TYK2 (PDBID: 3LXP).

O complexo formado entre a molécula teste e a proteina AURKA estd entre uma das
melhores reagdes obtidas no presente estudo. Formando o sexto complexo mais estavel entre
todos os obtidos, conforme ilustrado na Figura 13 e 14, todas as possiveis poses tiveram atracao
competitiva ao sitio de ATP, formando diversas ligacdes de hidrogénio, reagdes Pi e Van der

Waals.
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Figura 15. (A) Interacdo complexo proteina-ligante entre AURKA (PDBID-5DN3) e ENSJ-1135; (B) Cartoon
mostrando o cristal SDN3 complexado com o ATP em seu sitio catalitico; (C) Proteina demonstrada em forma de

superficie, destacando seu bolsao contendo o redocking da molécula de ATP e o docking da molécula ENSJ-1135
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

Como ilustrado na Figura 15A, os aminoacidos participaram de diferentes maneiras, de
acordo com os atomos presentes em seus residuos. Os anéis aromaticos da molécula ENSJ-
1135 foram alvos de interag@o dos tipos Pi-Sigma e Pi-Alkyl, que sdo interagdes de nuvens de
cargas eletronicas, tais reacdes envolveram residuos de carbono presentes nos aminodcidos
Val23, Ala36 e Leul39. Enquanto que as partes de hidroxila, dupla-O e nitrogénios no restante
da molécula formaram importantes interagdes de hidrogénio, que contribuiram de maneira ativa
para garantir uma Otima energia de interacdo e estabilidade do complexo. Através da
visualizag¢ao bidimensional através do software Maestro V.14.1.138 — Schrodinger Inc., um dos
atomos de hidrogénio da Lys17 formou ligacao de hidrogénio com o oxigénio na extremidade
da molécula teste, assim como também ocorreu envolvendo os residuos de aminoacidos da
Leul5 e Ala89, formando ligagdes de hidrogénio com os 4&tomos nitrogénio e oxigénio na outra
extremidade do anel azol da molécula teste. Além disso, varios aminoacidos adjacentes agiram
de maneira positiva ao redor do complexo através de interagdes de Van der Waals. Na Figura
15B, o cristal SDN3 ¢ demonstrado contendo a molécula de ATP (ilustrada contendo seus

atomos de carbono de cor laranja) originalmente complexada no bolsdo catalitico.
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Posteriormente, a Figura 15C ilustra que os complexos formados através do docking com o

composto ENSJ-1135 e redocking da molécula de ATP ocupam o mesmo bolsdo da proteina.

Outras duas proteinas quinases essenciais que também tiveram 6timos resultados no
experimento in silico realizado foram as proteinas CDK7 e CDK4. A molécula teste, assim
como na proteina AURKA, atuou de maneira seletiva e efetiva no sitio de ATP em todas as 10
melhores poses do experimento. Em ambas (ilustrados nas Figuras 16 € 17), com ligagdes fortes

e estaveis, contendo ligacdes de hidrogénio e interacdes do tipo Pi.

Assim como na proteina AURKA, a influéncia de interacdes entre atomos de carbono
presentes nos residuos de aminoacidos no sitio de ATP sobre os anéis aromaticos em ambas
extremidades da molécula teste se mostrou de extrema importancia para garantir forca de
interagdo ¢ estabilidade do complexo. Os aminoacidos Leul0, Glyll formaram importantes
interagdes Pi nos anéis aromaticos mais proximos ao N1 da molécula, enquanto a Vall8
concomitantemente atua no anel aromatico para-quinona e no anel azol responsavel por
conectar os dois centros redox. Enquanto isso, os atomos de carbono da Leul24 também
formam interagdes Pi com os anéis aromaticos do outro centro redox. Além de interagdes Pi,
ligagdes de hidrogénios foram formados entre o atomo de oxigénio do residuo Glul2 e o atomo
de hidrogénio ligado a N1. Mais liga¢des de hidrogénio ocorrem no anel azol, entre um dos
nitrogénios do centro da molécula teste e os dois hidrogénios do residuo Lys33. Na outra
extremidade de centro redox, o residuo Asnl122 forma liga¢des de hidrogénio com o O3 da
quinona, enquanto o O4 também ¢ alvo de liga¢do de hidrogénio com o residuo Met74. Além
disso, varias interagdes de Van der Waals contribuem com a estabilidade e forca de interagao

ao redor do complexo.

Seguindo o mesmo padrdo das outras duas quinases relatadas no presente estudo, o
complexo proteina-ligante foi formado no sitio de ATP em todas as 10 melhores posi¢des
previstas pelo experimento. Nesse complexo em especifico, o anel azol da molécula, ao formar
interacdes Pi com o residuo Argl35, que ao mesmo tempo também gera ligagdao de hidrogénio
com o O6 da molécula, chama atencdo por permitir uma tor¢do que garantiu uma grande
flexibilidade a molécula. Essa tor¢ao resultou na proximidade espacial entre os dois centros
redox, facilitando a formagdo de mais sete ligagdes de hidrogénio ao complexo, onde 5 delas
ocorre no centro redox contendo o O4 e OS5 e envolvem os residuos de aminoacidos Alal66,
Leul67, Thr168 e Pro169, enquanto as outras duas ligacdes de hidrogénio envolvem os residuos

Argl59 e Serl62 e os atomos Ol e O2 da quinona. Seguindo o padrdo dos outros complexos,
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interacdes do tipo Pi também afetaram ambos os anéis aromdticos da molécula ENSJ-1135,

sendo os aminoacidos Alal58, Met165 e Pro169.

Figura 16. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 8P4Z,

correspondente a cristalizagdo da proteina quinase CDK?7.

ALA-134

' ‘ASN-122

ASN-121

]

.'

ASP-135

&

ALA-31

LEU-124

=\

PHE-73 [/

4 ASP-77

O

THR-7§,
GLU-75

- -
= - .4
GLY-12 LEU-10
GLU-12 GLY-11
T A 1
ALA ASP |
134 h LEU
b 124
VAL HO
AP s a
/ 7,7‘ A~ ASN
o1
THR \
76 O
,\ 0 0]
“G,LU S ..n\
3
\ N NH LEU
/ 10
MET N /
74
o N GLY
I o) 11
PHE /
PHE GLU
73 ]
i VAL VA, \GL\’ -
: 3 i~ i
&2 16
ALA ﬁ
31 ECA
) Charged (negative) polar Distance —® Pi-cation
J Charged (positive) J Unspecified residue — H-bond — Salt bridge
Glycine Water —* Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X, Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking
Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;



49

Figura 17. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 3G33,
correspondente a cristalizacdo da proteina quinase CDK4
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

Entre os resultados de destaque envolvendo os experimentos de docking molecular com
proteinas quinases, destaca-se o resultado obtido a partir da reagdo com a proteina PIM2

(ilustrado na Figura 18), uma quinase classificada no grupo das serina/treonina quinases e esta
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diretamente relacionada a processos de fosforilagdo de varios proto-oncogenes, incluindo o

MYC (Zhang et al., 2018).

Figura 18. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 4X7Q,
correspondente a cristalizagdo da proteina quinase PIM2
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;
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Assim como os outros complexos relatados, novamente ambos os centros redox da
molécula ENSJ-1135 foi alvo de interagdes dos tipos Pi, porém, com uma maior variedade entre
esses tipos de intera¢dao. O centro redox contendo paraquinona e hidroxila realizou interagdes
do tipo Pi-Sigma e Pi-Pi T-shaped com atomos de carbono presentes nos residuos de aminoacido
Vall5, Lys26, Leu56 e Ile121, enquanto o centro redox da outra extremidade, além de formar
ligagdes de tipo Pi-Sigma com o anel aromatico do residuo Phel2, também formou interacdes
Pi-Cation com a por¢do NH3 da Lys105, enquanto o anel azol formou interagdo Pi-Anion com
oxigénios dos residuos Asp64 ¢ Asp67 e ponte de hidrogénio também com o residuo Asp64.
Ligacdes de hidrogénio também foram formados entre o atomo O4 da molécula ENSJ-1135 ¢
o residuo Glyll e em mais outros trés atomos no centro da molécula, envolvendo os residuos

Glul07, Gly8 e Leu7.

A tirosina quinase TYK2, conhecidamente responsavel por estimular processos de
crescimento e migragao celular também teve resultados que foram selecionados para destaque,

conforme ilustrado na Figura 19.
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Figura 19. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 3LXP,
correspondente a cristalizagdo da proteina quinase TYK2
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

Nesse complexo relatado, nota-se a presenga de interagdes do tipo Pi-Cation envolvendo
os anéis aromaticos do centro redox contendo a estrutura paraquinona e o residuo de aminoacido

Arg98, enquanto o atomo O6 da molécula realiza ponte de hidrogénio com o aminodcido
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Argl38. Enquanto o centro da molécula, incluindo partes do anel azol também realiza ligagdes
de hidrogénio com a estrutura proteica, corroborando em sua energia de interacao e estabilidade.
Por fim, o centro redox oposto € novamente alvo de diversas intera¢des do tipo Pi, envolvendo

residuos de carbono dos aminoacidos Leul6, Val24 e Leul41.

4.4.2. Fosfatases e fosfoproteinas

A fim de otimizar a compactagdo e coeréncia do presente trabalho, realizou-se um
agrupamento de proteinas que partilhavam semelhanca entre suas estruturas e fungdes. Dessa
forma, visto que fosfatases e fosfoproteinas possuem atragao por grupo fosfato, as sequéncias
de aminoacidos das estruturas proteicas cristalizadas foram analisadas através da plataforma
online BLAST-COBALT (disponivel atraveés do link
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi). Conforme demonstrado na Figura 20, as
proteinas mostram regides conservadas em grande parte de suas estruturas cristalizadas,

portanto, optou-se por apresenta-las conjuntamente no mesmo topico.

Figura 20. Comparagdo entre as sequéncias de aminoacidos das estruturas cristalizadas de proteinas classificadas

como fosfatases e fosfoproteinas
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Fonte: Propria, obtida através da plataforma BLAST — COBALT;

Para demonstrar os padrdoes de ligacdes observados nesses grupos proteicos,
selecionou-se as estruturas que obtiveram os melhores resultados nos experimentos docking
realizados. Portanto, as estruturas 1ICWS e 2QYK foram detalhados nas Figuras 21 e 22,

representando as fosfatases e fosfoproteinas, respectivamente.
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Figura 21. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 1CWS,
correspondente a cristalizacdo da fosfatase MPIP2
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Figura 22. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 2QYK,
correspondente a cristalizacdo da fosfoproteina PDE4A
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

Através de uma andlise detalhada a partir da associagdo entre as diferentes formas de

visualizacdo relatadas das intera¢des obtidas durante os experimentos de docking molecular nas
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duas proteinas, ¢ possivel perceber que o anel azol, localizado no centro da molécula ¢
responsavel por gerar uma intensa influéncia na energia e estabilidade das interacdes do

complexo.

Iniciando a analise com a reagdo envolvendo a estrutura 1CWS, nota-se uma intensa
acao de cargas eletronicas positivas do receptor agindo em regides carregadas negativamente
da quinona. Onde os residuos Argl16 E Argl20 além de realizar interacdes de hidrogénio com
os hetero atomos da molécula, também geram nuvens carregadas positivamente, juntamente
com os Cysl112, Argl13 e Tyrl25, que atraem a por¢ao para da quinona, que por sua vez €
carregada negativamente. Além disso, os residuos GluS, Leu6, Ile7, Gly8, Asp9 e Tyrl0
realizam interacdes hidrofobicas na outra extremidade da molécula, o que contribui

aumentando a for¢a de interagao no complexo.

Ao analisar o complexo formado com a proteina 2QYK, o mesmo padrao de ligacao se
repete, onde interagdes hidrofobicas interagem na por¢do orto da quinona, enquanto reagdes
envolvendo cargas eletronicas e ligagdes de hidrogénio acontecem com frequéncia na outra
extremidade da molécula, incluindo o anel azol, conforme observado nitidamente na ilustragao
bidimensional, onde as linhas destacam as energias polares e negativamente carregadas em

forma de linha.
4.4.3. Oxidoreductases

Conforme ja abordado durante o topico de introdugdo do presente trabalho,
conhecidamente as moléculas quinonas potencialmente sdo metabolizadas por enzimas
redutoras, consequentemente, gerando radicais livres. Assim, optou-se por destacar um topico
especifico a fim de abordar as enzimas responsaveis por catalisar essas reagdes e que foram
submetidas ao experimento de docking molecular. Dessa forma, os complexos proteina/ligante
em que apresentaram os melhores resultados experimentais, derivados das estruturas 1WOE e
SEA2, foram selecionados como modelos representativos das enzimas CP3A4 e NQOI1 para

ilustrar as reacdes de maneira mais detalhada nas Figuras 21 e 22, respectivamente.

Em ambos os experimentos a molécula ENSJ-1135 alocou-se nos sitios ativos das
proteinas alvos, indicando que a molécula possui o potencial de gerar radicais livres se
metabolizada, assim como varias outras quinonas. Ao analisar detalhadamente as interagdes
formadas no complexo proteina/ligante, nota-se um grande niimero de reagdes hidrofobicas em
ambas extremidades da molécula, enquanto a parte central, incluindo o anel azol e alguns hetero

atomos de oxigénio, foi extremamente atraido por ligacdes eletronicas positivas e negativas.
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Figura 23. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 1WOE,
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;
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Figura 24. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 5EA2,

correspondente a cristalizacdo da enzima NQO1
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4.4.4. Transferases

Todas as seis enzimas transferases que foram selecionadas para os experimentos de
docking molecular tiveram no minimo 80% das rea¢gdes mais provaveis resultadas em liga¢ao
da molécula ENSJ-1135 ocupando sitios criticos ao seu funcionamento. A estrutura 3KCZ
(estrutura representativa da transferase PARP2) foi selecionada como exemplo demonstrativo

das interag¢des previstas no complexo proteina/ligante, ilustrado na Figura 25.

Figura 25. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 3KCZ,

correspondente a cristalizacdo da transferase PARP2
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Assim como as demais outras reagdes detalhadas no presente estudo, reagdes
envolvendo hidrofobicidade e polaridade sdo muito presentes no complexo proteina/ligante
ilustrado. Porém, ¢ importante ressaltar que a ilustragcdo bidimensional do complexo mostra que
a molécula possui parte de seu centro e suas ambas extremidades contendo anéis aromaticos
com alertas de exposi¢cdo a solvente. Assim, indicando que ha grandes possibilidades de a

interagdo ser influenciada de acordo com a natureza do solvente presente.
4.4.5. Reguladores de transcricao

Conforme ja mostrado na Figura 13, os experimentos de docking molecular resultaram
em complexos proteina/ligante ocupando sitios criticos para o funcionamento de 6 proteinas
reguladoras de transcricdo em 70% ou mais das reacdes mais provaveis. Entre os complexos
formados, o experimento realizado com a estrutura 1U6D (estrutura .PDB escolhida como
modelo representante da proteina KEAP1) destacou-se como o segundo complexo mais estavel
entre todos os desenvolvidos durante o presente estudo, além de concomitantemente possuir

uma alta energia de interacdo, conforme melhor demonstrado na Figura 26.

A partir da anélise dos detalhes do complexo proteina/ligante, ¢ notavel o aumento de
residuos hidrofobicos interagindo ao redor do ligante, enquanto nota-se também uma pequena
porcao de reacgdes polares proximo a extremidade para da molécula, juntamente com ligagdes
de hidrogénio envolvendo hetero dtomos de nitrogénio e oxigénio da molécula e o residuo
Val193 da proteina alvo. Importante ressaltar a importancia de outro residuo de Valina (Val48)
que também formou uma ponte de hidrogénio com o oxigénio orto na outra extremidade da
quinona, a0 mesmo tempo que ajudou a formar uma regido extremamente hidrofobica
juntamente com os residuos Cys47 e Gly46, aumentando ainda mais a estabilidade do

complexo.
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Figura 26. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 1U6D,
correspondente a cristalizacdo da proteina KEAP1
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Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

4.4.6. Outras proteinas

Além dos agrupamentos abordados nos topicos anteriores, outras 4 estruturas resultaram

em complexos proteina/ligante envolvendo sitios essenciais para a execucao de suas respectivas
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funcdes em pelo menos 70% das vezes. Porém, por se tratarem de um numero pequeno de
estruturas pertencentes a grupos totalmente distintos, optou-se em agrupa-las conjuntamente,
sendo elas 4CIN, 1UYM, 1GKC e 60B7 (estruturas representantes das proteinas B2CLI1,
HS90B, MMP9 e S29A1, respectivamente). Portanto, a fim de demonstrar ao menos um
complexo detalhadamente, optou-se por detalhar os resultados mais promissores, que foram

obtidos tendo a estrutura 60B7 como alvo, ilustrados na Figura 27.

A partir da estrutura ilustrada ¢ possivel notar que o ligante ¢ cercado por estruturas em
alfa-hélice, que sdo estruturas altamente hidrofobicas, dessa forma, ao detalhar as interagdes de
maneira bidimensional é possivel ver que as interagdes hidrofobicas foram mais uma vez, assim
como a maioria dos complexos relatados no presente estudo, um fator determinante para a
estabilidade e forca da interacdo, atuando principalmente nos hetero 4tomos de oxigénio,
nitrogénio e no anel azol. Além disso, interagdes polares agindo na extremidade orfo da

molécula também contribuiram para fortalecer as energias do complexo.
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Figura 27. Complexo resultante entre o docking da molécula ENSJ-1135 e a estrutura PDBID 60B7,

correspondente a cristalizacdo da proteina transportadora B2CL1
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5. Discussao

Um dos principais fatores limitantes de quimioterapicos como a doxorrubicina, além de
seus fortes efeitos colaterais, estd na absor¢do do farmaco, tendo em vista que a sua
biodisponibilidade ¢ menor que 1% quando administrada de maneira oral, essa limitagdo ¢
driblada através de administragdo intravenosa, para entdo se distribuir aos demais tecidos (Lee
et al., 2020). Os resultados das predigdes farmacocinéticas mostraram que a molécula ENSJ-
1135 possui um maior nivel de absor¢ao oral quando comparada com a doxorrubicina. Essa
predicdo pode ser explicada através dos valores de TPSA de ambas as moléculas, visto que a
molécula ENSJ-1135 possui um valor de TPSA igual 140.48A%, enquanto a doxorrubicina
possui um valor igual a 206.07A2. O valor de TPSA reflete cargas da molécula, aumentando
uniformemente conforme a polaridade, assim, visto que a doxorrubicina possui um nivel maior
de polaridade, tende a possuir menos capacidade de ser absor¢ao pelo tecido gastrointestinal. O
valor de TPSA também indica que a molécula provavelmente ndo ultrapasse a barreira
hematoencefalica, o que a torna segura para propositos terapéuticos com intuito de preservar o
sistema nervoso central de possiveis danos causados por quimioterapias. Além disso, se mostra
inibidor de apenas uma enzima do citocromo P450, o que gera pequenas probabilidades de
interagdo com outros fArmacos metabolizados por esse grupo de enzimas. Ressalta-se também
que a predi¢do realizada classificou a molécula ENSJ-1135 como substrato da glicoproteina P,
a principal proteina que contribui ao crescimento de resisténcia a multiplas drogas, atuando
como transportadora de membrana e impedindo o acumulo de drogas dentro de células
cancerosas, o que reflete em uma maior possibilidade de tumores resistirem a essa droga (Daina

etal., 2017; Sui & Li, 2012).

Como ja& mencionado, a intensa busca farmacoldgica por novas drogas anticancer
consiste no objetivo de encontrar drogas mais efetivas, seletivas e com menos efeitos colaterais.
Como ilustrado na Figura 10, os resultados fornecidos pela plataforma ProTox-3.0 mostram que
enquanto a doxorrubicina trata-se de um farmaco com toxicidade sistémica de classe 3,
possuindo uma dose letal média de 205mg/kg, a plataforma foi capaz de predizer um indicativo
com uma acuracia de 54.26%, que a molécula ENSJ-1135 possui uma toxicidade sistémica de
nivel 4 e uma dose letal média de 3000mg/kg. Porém, vale ressaltar que os dados
complementares fornecidos posteriormente na tabela 4 sdo essenciais para o entendimento
completo das predi¢des. Ao mesmo tempo que a molécula teste mostra uma toxicidade geral
menor do que o firmaco controle, a nivel sistémico, ambas sdo nefrotoxicas e também

apresentam toxicidade pulmonar. Adicionalmente, ainda a nivel de toxicidade a orgaos
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especificos, a droga teste também € capaz de causar toxicidade hepatica. Ja a nivel sistémico,
além de indicar com um pouco mais de 50% de acuracia ser uma substancia carcinogénica e
mutagénica, os dados mostram um risco de 97% de gerar toxicidade imunologica. Como ultimo
ponto a ser ressaltado, a plataforma afirma com 57% de acuracia de a droga ndo ser neurotoxica,
porém, paradoxalmente indica com 56% de acuracia que a droga pode afetar a enzima
acetilcolinesterase (AChE)(Banerjee et al., 2024). Esses resultados mostram-se alarmantes,
visto que a enzima AChE ¢ essencial para manter a homeostase do sistema nervoso e problemas
em seu funcionamento estd associado a doengas neurologicas como doenca de Parkinson,

déficit de atencdo, transtornos de hiperatividade e esquizofrenia (De Vos et al., 2000).

Apo6s os experimentos de predigdes farmacocinéticas e toxicidade, o estudo se dedicou
a explorar aspectos farmacodinamicos da molécula, a fim de propor possiveis alvos que
pudessem explicar a atividade citotoxica ja relatada da molécula. Dessa forma, a utilizagao da
metodologia de Target fishing foi essencial para selecionar os principais provaveis alvos, ¢ a
partir dos critérios de exclusdo utilizados como triagem, o numero inicial de alvos que era
proximo a dois mil, foi reduzido a 122 alvos aptos para os testes mais refinados e complexos,
como os experimentos de docking molecular. Os alvos selecionados sabidamente sdo essenciais
para processos de mecanismos de regulagdo de ciclo celular, metabolismo e expressao génica

(El Omari et al., 2021).

As proteinas quinases consistiram na primeira classe a ser abordada no presente estudo,
e os resultados mostraram que apesar do sitio de ATP dessas proteinas ser altamente conservado,
alguns sitios se tornam mais suscetiveis a inibi¢cdo direcionada pela quinona ENSJ-1135,
enquanto outras quinases possuem resultados totalmente contrarios. A comegar pelas proteinas
do grupo Aurora que consiste em 3 integrantes (Aurora Quinase A, B e C), pertencentes a
familia das serina/treonina quinases. Suas trés isoformas sdo essenciais pro processo de ciclo
celular, onde cada uma atua em uma determinada fase. Essas trés isoformas possuem alta
conservagdo em suas regides C-terminal, porém, se diferem de acordo com o seguimento em
direcdo ao N-terminal e isso determina as especificidades de cada proteina. A isoforma
AURKA, que foi um dos destaques do estudo, participa ativamente na formagao dos
centrossomos € do fuso mitdtico, isso faz com que seu nivel seja baixo na fase G1/S e que
aumente conforme o desenvolvimento do ciclo celular, atingindo o seu nivel méximo durante a
fase M. Por outro lado, a isoforma AURKB participa de complexos reguladores cromossomicos
e também ¢ essencial para o processo de replicagdo celular, principalmente nos processos de

telofase e citocinese, atingindo seu nivel de concentragdo maximo na fase G2/M. Os resultados
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mostraram uma alta seletividade a isoforma AURKA, enquanto apenas 50% das 10 reagdes
mais provaveis ocupavam o sitio de ATP na isoforma AURKB, e as rea¢des que indicaram a
possivel formacdo do complexo possuiam uma energia de interagdo bem abaixo quando
comparado as demais reagdes, além de nao possuirem bons niveis de estabilidade. Isso se torna
chamativo, pois vai de encontro a outros estudos com moléculas quinonas que também ja
relataram a¢do mais seletiva a isoforma AURKA, que ¢ expressa em concentragdo aumentada
em diversos tipos de cancer, sendo considerada um alvo promissor para drogas anticancer
(Furgan et al., 2022). Linfomas de alto risco sdo um exemplo de neoplasias em que a AURKA
esta envolvida diretamente, juntamente com a quinase PLK 1, estando associadas a fosforilagao
de outras proteinas que promovem o crescimento ¢ sobrevivéncia celular, como o oncogene

MYC (Murga-Zamalloa et al., 2019).

Como ja mencionado, moléculas estruturalmente variadas de quinonas possuem um
amplo espectro farmacoldgico, dessa forma, resultados ja relatados na literatura envolvendo a
susceptibilidade de diversas CDKs serem inibidas por quinonas serve como um fator reforcador
aos resultados obtidos no presente estudo. Como exemplo, algumas timoquinonas de origem
natural estdo relacionadas a inducdo de parada de ciclo celular, através de inibicdo de
mecanismos chaves para a progressao da replicagdo, como as CDKs 2, 4 ¢ 6. Esse fato corrobora
com os resultados obtidos no presente estudo, que ao realizar experimentos de docking
molecular com as CDKs 1, 2, 4, 5 e 7, todas mostraram resultados provaveis, porém, a
seletividade da molécula ENSJ-1135 foi notavelmente maior nas CDKs 7 e 4, como ilustrado
nas Figuras 16 e 17, respectivamente. Onde além de se ligarem em 100% das 10 melhores poses
avaliadas, tiveram altos niveis de forca de interacdo, alta estabilidade e também causou
modifica¢des conformacionais das proteinas, como relatado nos dados de RMSD na Tabela 1

do material complementar (Gomathinayagam et al., 2020).

Outras proteinas quinases importantes a serem destacadas a partir dos resultados obtidos
como PIM e TYK quinases. As proteinas PIM1 e PIM2, realizam fosforilacdes nos residuos
Thr58, Ser62 e Ser329 do MYC, resultando no aumento de sua estabilidade e estimulando a
acdo de MYC sobre E2F2 e nucleoninas. Portanto, a inibicao dessas quinases resulta em perdas
outrora essenciais para o desenvolvimento e manutencdo do cancer (Zhang et al., 2018).
Enquanto a TYK?2 atua em processos de sinalizagdo celular, consequentemente gerando eventos
como replicacao celular. Além do mais, esta diretamente relacionada a ativacao da proteina
STAT3, uma proteina transdutora de sinal envolvida em processos de proliferacado,

sobrevivéncia, diferenciacdo e angiogénese, que por sua vez ja tem sua inibicdo como alvo de
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outras terapias anticAncer, como imunoterapicos. Como exemplo, pode-se citar modelos
xenograficos afetados por linfoma que quando tratados com terapias inibidoras de STAT3
mostraram um aumento de apoptose e queda do nivel de proliferagao celular (Rani et al., 1999;
Zou et al., 2020). Ademais, ressalta-se que o melhor resultado obtido no presente estudo foi
tendo como alvo a estrutura PDB 1JNK, representante da quinase MAPKI10, essencial para
diversos processos celulares como proliferagdo, diferenciagdo, regulagdo transcricional e
desenvolvimento, que conhecidamente, quando super expresso contribui para a progressao em

alguns tipos de tumores, como os de cancer gastrico (Gao et al., 2021).

Os resultados de predigdo de inibigdo de fosfatases indicados no presente estudo vai
diretamente de encontro a outros resultados ja relatados envolvendo outras moléculas quinonas
atuando da mesma maneira. Conforme ilustrado na Figura 21, o complexo formado entre a
molécula ENSJ-1135 e a estrutura 1CWS (estrutura utilizada a fim de representar a proteina
MPIP2) durante os experimentos de docking molecular, exibe a possibilidade de molécula em
estudo inibir essa fosfatase, que por sua vez ndo ¢ a primeira quinona a mostrar tal seletividade.
A proteina MPIP2, codificada pele gene CDC25B, faz parte de um grupo de enzimas altamente
conservadas (CDC254, CDC25B e CDC25C), que possuem fungdes essenciais durante o
regulamento de ciclo celular e sdo super expressos em diversas doengas malignas, incluindo
cancer gastrointestinal. A super expressdao do gene CDC25B ¢ responsavel por inibir a morte
celular e promover uma proliferagdo excessiva em diversas neoplasias de tecidos epiteliais,
portanto, ao ser inibido pela molécula quinona menadiona em modelos in vitro € in vivo, €
capaz de prevenir a proliferacdo, invasdo e migragdo celular (Ribeiro et al., 2022). Além da
proteina MPIP2, outras duas fosfatases foram alvos do presente estudo, sendo elas PTPN7 e
PTPN22. A proteina PTPN22 trata-se de uma fosfatase ndo receptora expressa
preferencialmente em células hematopoiéticas que conhecidamente ¢ capaz de gerar acdes
imunossupressoras em linfocitos Treg, além de que estudos mostram que sua delegdo ¢ capaz
de melhorar os efeitos de terapias anti-PD-L1, dessa forma, sua inibi¢do trata-se de um alvo
capaz de potencializar terapias que necessitam de imunidade mediada por células T. Estudos
que buscam desenvolver terapias utilizando pequenas moléculas a fim de inibir essa proteina ja
foram realizados, porém, durante a presente pesquisa nenhuma outra quinona foi encontrada
realizando esse mecanismo de agdo (Schlicher et al., 2023). Apesar de o presente estudo abordar
apenas 3 fosfatases como potenciais alvos, ressalta-se que conhecidamente outras quinonas sao
capazes de exercer mecanismos anticancer em outras fosfatases, como a proteina fosfatase

alcalina (Xiong et al., 2024).
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Entre o grupo das fosfoproteinas, todos os alvos consistiram em enzimas
fosfodiesterases, sendo PDE3A, PDE4D, PDE4A e PDE7A. Na reacao ilustrada na Figura 22,
utilizou-se a estrutura 2QYK (estrutura utilizada para representar a proteina PDE4A), que
conhecidamente possui acdao antiapoptotica, sendo alvo de varios estudos que utilizam
inibidores de PDEA4 como rolipram e roflumilast a fim de alcangar efeitos anticancer. Tal
achado potencialmente pode corroborar em estudos futuros a fim de validar esse possivel
mecanismo de agdo anticancer da molécula ENSJ-1135 de maneiras experimentais (Abdel-

Wahab et al., 2021; Siegmund et al., 2001).

Os resultados preditos na presente pesquisa relataram primeiramente, através de
predicdes farmacocinéticas via plataforma SwissADME, que a molécula ndo ¢ capaz de agir
inibindo fung¢des das principais enzimas do citocromo P450, com exce¢do da CYP2C9 (enzima
que também foi um alvo previsto através da metodologia de target fishing). Porém, vale
ressaltar que isso ndo ¢ um fator determinante para que a molécula ndo possa agir como
substrato das enzimas do devido complexo. Dessa forma, ao analisar os resultados envolvendo
enzimas oxidoreductases, a molécula ENSJ-1135 foi atraida ao sitio ativo da estrutura PDBID
IWOE (estrutura modelo referente a enzima CYP3A4) em 100% das 10 reacdes mais provaveis
(Figura 23), mostrando que ha grandes possibilidades que o composto atue como substrato
dessa enzima. E o mesmo acontece com a enzima NQO1, oxidoreductase também relatada no
estudo, ilustrada na Figura 24, onde os experimentos de docking molecular resultaram em 100%
das 10 posi¢des mais provaveis da molécula teste sendo utilizada como substrato da enzima,
porém com energia de interacdes mais fracas e menos estaveis quando comparada as reagdes
envolvendo a enzima CYP3A4. Tais resultados seguem de acordo com os achados da literatura,
que mostram que as oxidoreductases possuem capacidade de metabolizar uma ampla gama de
quinonas, consequentemente, gerando radicais livres e potencialmente ocasionar morte celular,
assim, também funcionando como um possivel fator explicativo a alta citotoxicidade da

molécula (Ross & Siegel, 2021; Tsuchiya et al., 2005).

Enquanto as diversas transferases abordadas no presente estudo, destacaram-se os
resultados obtidos em experimentos envolvendo a proteina de reparo de DNA PARP-2, que
conhecidamente ¢ alvo de varios medicamentos que visam realizar a inibicdo desta enzima
(inibidores de PARP-1 e 2). Porém, de acordo com as pesquisas bibliogréficas realizadas com
o intuito de comparagao estrutural, nenhum dos medicamentos aprovados atualmente pelo FDA
que visam essa inibi¢do, possuem estruturas quinonas (Bhamidipati et al., 2023). A demais, o

unico estudo encontrado em que relacionou medicamento estruturalmente relacionado com a
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molécula ENSJ-1135 e que est4 associado a resultados com a proteina PARP-2, trata-se de um
estudo in vitro avaliando genes envolvidos em mecanismos de reparo de DNA dupla-fita ap6s
a administragdo da quinona quimioterapica mitomicina C, utilizando as linhagens cancerosas
C-33A e SiHa como modelo. Onde apos avaliar através de técnicas de western blot e
espectrometria de massas, detectou alteragdes nos padrdes de regulacdo homeostatico das
células tratadas, incluindo aumento de fragmentos de PARP-2, porém, o estudo ndo explica por

qual mecanismo isso esta sendo induzido (Kang et al., 2010).

Ao analisar os resultados obtidos nas proteinas classificadas como reguladoras de
transcri¢do, encontram-se resultados que indicam um possivel papel dubio da molécula ENSJ-
1135, podendo atuar contra e a favor do cincer simultaneamente. Conforme ilustrado na Figura
26, o complexo proteina/ligante formado entre a molécula teste e a estrutura PDBID 1U6D
(modelo representante da proteina KEAP1), ¢ o complexo com a melhor for¢a de interagdo e
maior estabilidade quando comparado com as demais proteinas reguladoras de transcri¢ao. A
proteina KEAP1, conhecidamente, trata-se de um supressor tumoral, responsavel por promover
cascatas de ferroptose ao detectar indicios de peroxidagao lipidica, impedindo que a célula
prossiga viva na presenga de radicais livres, estando suscetivel a alteragdes que podem
ocasionar malignidades. Como exemplo de sua importancia como supressor tumoral, pode-se
citar o alto indice de KEAP1 deficiente ou mutante em células de cancer pulmonar (Koppula et
al., 2022). Além disso, ressalta-se que a molécula ENSJ-1135 também formou complexos
proteina/ligante em 100% dos casos entre as 10 posicoes mais provaveis nas predigdes
realizadas com a estrutura PDBID 1A35 (estrutura modelo representante da proteina
topoisomerase 1), seguindo um padrao j& bem estabelecido como outras quinonas ja utilizadas

clinicamente, como doxorrubicina e daunorrubicina (Tilsed et al., 2022b).

A demais, um topico adicional sera direcionado a detalhar os resultados obtidos a partir
dos experimentos envolvendo o grupo das HDACs, que por sua vez, tiveram 5 diferentes
proteinas que foram captadas através da metodologia de target fishing e posteriormente
submetidas a ensaios de docking molecular, sendo elas HDACI, 2, 3 e 8 (HDACsS de classe 1)
e HDAC6 (HDAC de classe 2b) (Delcuve et al., 2012). Os resultados provenientes dos
experimentos de docking molecular foram capazes de mostrar que reagdes envolvendo as
HDACs 6 e 8 sdo potencialmente improvaveis, como detalhado na Tabela 1 do material
complementar, onde apresentaram 10% e 0%, respectivamente, de possiveis posi¢gdes ocupando
sitios criticos ao funcionamento das devidas estruturas proteicas. Porém, apesar de pertencerem

a mesma classe que a proteina HDACS, os resultados envolvendo as HDACs 1, 2 e 3 foram
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promissores, porém, de maneiras particularmente diferentes. Iniciando a analise de detalhes de
sitios de ligagdo no processo de formacdo dos complexos proteina/ligante, notou-se que a na
proteina HDAC2, a molécula ENSJ-1135 possui um mecanismo similar ao medicamento
vorinostat, ja utilizado clinicamente, onde ocupa o sitio ativo da proteina responsavel por
capturar o grupo acetila do alvo (Lauffer et al., 2013). Porém, ao analisar as reagdes envolvendo
as HDACs 1 e 3, respectivamente representadas pelas estruturas PDBID 4BKX e 4A69, a
molécula ENSJ-1135 o sitio de inositol tetrafosfato, que ao se ligar na proteina executa uma
funcdo de corepressor, alterando diretamente aspectos da expressdo génica (Millard et al.,
2013). Porém, ressalta-se que através dos experimentos aplicados, ndo ¢ possivel indicar se ao
se ligar no mesmo sitio que o inositol tetrafosfato, ambos irdo agir da mesma forma, portanto,
se faz necessario a produgdo de mais estudos a fim de detectar os possiveis impactos na

expressao génica do individuo.

No tultimo grupo de proteinas abordado no presente estudo optou-se por abordar a
proteina B2CL1, que se trata de uma proteina apoptdtica que ¢ alvo direto de medicamento ja
utilizados clinicamente, como navitoclax e venetoclax, que a partir de sua inibigdo, direcionam
a célula ao processo de morte celular (Souers et al., 2013). Os resultados obtidos que predizem
a inibi¢do dessa proteina através da quinona ENSJ-1135 vai de encontro com estudos ja
desenvolvidos anteriormente e encontrados na literatura, que relatam quinonas atuando
diretamente e indiretamente na atividade da proteina B2CL1 e sua isoforma (Bax) e
contribuindo para a inibigdo do crescimento tumoral. A molécula naftoquinona shiconina,
através da inativacao da proteina AKT, indiretamente induziu as linhagens cancerosas A549 e
NCI-H1437 a processo de morte celular por apoptose (Jeung et al., 2016). Adicionalmente,
Liang e colaboradores (2020), utilizando a também naftoquinona plumbagina, extraida a partir
de Plumbago zeylanica L. (Plumbaginaceous), ao iniciar o estudo de triagem de alvos através
de plataformas virtuais, de maneira semelhante, porém menos robusta quando comparada ao
presente estudo, obteve predicdes de que a molécula provavelmente atuaria em proteinas
essenciais para o desenvolvimento tumoral, entre elas, a proteina BCL2L1. Posteriormente,
através de estudos in vitro, as linhagens tumorais HCT116 ¢ SW480 foram submetidas ao
tratamento pré-estabelecido e entdo seguiram aos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QPCR). Que apesar de ndo ser descrita diretamente em ensaios

posteriores, foi sugerida como um potencial marcador de cancer colorretal (Liang et al., 2020).
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6. Conclusio e perspectivas futuras

Os dados obtidos indicaram que a metodologia de caracterizagao molecular buscando
predi¢des farmacocinéticas e posteriormente farmacodinamicas através da técnica de target
fishing seguida por experimentos de docking molecular mostram resultados homogéneos e
consistentes em relacdo as predi¢des, onde aproximadamente 70% das moléculas selecionadas
através da metodologia de farget fishing obtiveram 70% ou mais de interagdes mais provaveis
envolvendo sitios criticos ao funcionamento das proteinas estabelecidas como alvo da molécula
ENSJ-1135. Ademais, a partir do presente estudo foi possivel propor quais os alvos mais
promissores a serem explorados como objetos de estudos posteriores, que apesar de indicar
possiveis mecanismos multialvos, mostrou que a molécula possui particularidades que
influenciam diretamente sua atragao aos sitios de ATP de proteinas quinases essenciais para a
progressdo tumoral, o que pode ser capaz de justificar seu efeito citotoxico ja previamente

observado em estudos anteriores.

Porém, ressalta-se que outras analises in silico mais sofisticadas como ensemble docking
e ensaios de dindmica molecular podem sofisticar ainda mais as predigdes realizadas no
presente estudo, além de acentuar a necessidade da realizacdo de ensaios in vitro posteriormente

as predicdes realizadas in silico, a fim de realizar a validacdo dos alvos pré-estabelecidos.
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Tabela 1. Detalhamento dos resultados de experimentos de docking molecular contendo os alvos em que a

molécula ENSJ-1135 obteve pelo menos 70% de atrag@o a sitios de interesse

Atragdo a
Uni
Classe PDB sitios de E. de E. RMSD
Prot Nome vdW Coul. AG
D proteica ID interesse | interagdo total A)
(%)
P53779 MK10 Quinase 1INK 100 -53.44 -2438  -29.05 -8,69 34,1 33.69
P43405 KSYK Quinase 3SRV 100 -48.89 -28.11 -20.78  -9,18 39,0 45.14
P13497 BMP1 Quinase 6BSM 100 -46.61 -37.37 -9.24 -9,67 39,1 17.03
Oxido
P08684  CP3A4 IWOE 100 -45.69 -31.51 -1418  -9,05 36,7 29.43
reductase
P42345  MTOR Quinase 3IBZ 100 -45.33 -20.81 2452 -9,17 399 32.93
QUGN
s PARP2  Transferase = 3KCZ 100 -45.09 -16.84  -28.24 -7,6 41,7 22.83
P29597 TYK2 Quinase 3LXP 100 -44.96 -33.02 -11.94 945 442 252
P23458 JAK1 Quinase 6SM8 100 -44.20 -2832  -15.88 -8,15 438 79.38
Q9P1W )
. PIM2 Quinase 4X7Q 100 -44.19 -35.70 -8.49 -9,34 421 38.99
Fosfo-
P27815  PDE4A 2QYK 100 -43.72 -34.19 -9.52 9,61 429 16.55
proteina
3MV
P31749 AKT1 Quinase H 100 -43.62 -25.83 -17.78  -8,28 44,0 24.67
Reg. de
Q14145 KEAPI ) 1U6D 100 -43.16 -2850  -14.65 9,18 34,1 16.32
transcri¢ao
TWX
P09237  MMP7 Protease X 100 -43.09 -18.47 2461 -8,74 41,1 20.35
Q16539 MK 14 Quinase 1W7H 100 -42.92 -6.153 -36.77  -7,26 39,6 35.20
P07949 RET Quinase 2IVS 100 -42.34 -33.11 -9.22 9,04 424 25.52
P15121 ALDR Quinase 2F2K 100 -42.32 -32.72 -9.60 -10,13 41,4 31.51
AURK
014965 A Quinase SDN3 100 -42.25 -31.25 -11.00 9,33 39,6 25.99
000329  PK3CD Quinase 8S3R 100 -41.85 -2248  -1937 8,44 457 46.01
P05771 KPCB Quinase 210E 100 -41.17 -10.20  -3097 -6,89 45,0 21.06
P11802 CDK4 Quinase 3G33 100 -40.96 -26.00 -1495 -8,72 437 29.40
Transportad
Q99808  S29A1 60B7 100 -40.85 -36.94  -3907 -10,2 40,8 38.72
ores
P06730 IF4E Transferase ~ 4DT6 100 -40.79 -15.44 2535 8,12 444 52.71
P09874  PARPI1 Transferase ~ 1UKO 100 -40.66 -30.429 -10.23  -9,62 46,1 36.39
Reg. de
Q92769 HDAC2 41L.X7Z 100 -40.11 -19.91 -20.19  -8,52 45,1 38.22
transcrigao
Reg. de
Q04206 TF65 INFI 100 -39.91 -10.81 -29.10 -7,44 477 50.16

transcri¢ao



Q06187
P52333

Q13946

Q9GZT
9
P49137

Q08499

P14780
P30530
P23443

P11387

Q14432

014746

P14174
075460
P50613
P08069
P53350

P12931
Q08881
015379
P42336
P15559

Q07817
P36888
P06241
096013
P15056
P49841

P11712

P04626
P06493
P17948
P45984
P07339

BTK
JAK3

PDE7A

EGLN1
MAPK2
PDE4D

MMP9
UFO
KS6Bl1

TOP1

PDE3A

TERT

MIF
ERNI1
CDK7
IGFIR
PLK1

SRC
ITK
HDAC3
PK3CA
NQO1

B2CL1
FLT3
FYN

PAK4
BRAF
GSK3B

CP2C9

ERBB2
CDK1
VGFR1
MKO09
CATD

Quinase
Quinase
Fosfo-
proteina
Oxido
reductase
Quinase
Fosfo-
proteina
Citocina
Quinase
Quinase
Reg. de
transcri¢ao
Fosfo-

proteina
Transferase

Protease
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Oxido
reductase
Quinase
Reg. de
transcri¢ao
Quinase
Oxido
reductase
Apoptoticas
Quinase
Quinase
Quinase
Protease
Quinase
Oxido
reductase
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase

Protease

4RFZ
4V0G

1ZKL

2G19
8XX1
1X0Q

1GKC
s5U6B
3A60

1A35

TKW

5UG

1ILJT
3P23

8P4Z
20J9
2007

8HAQ
1SM2
4A69
2RDO
SEA2

4CIN
1RJB
2DQ7
2CDZ
2FB8
1H8F

SASI

3PPO

6GU6
3HNG
8ELC
40D9

100
100

100

100

100

100

100
100
100

100

100

100

100
100
100
100
100

100

100

100

100

100

100
90
90
90
90
90

90

90
90
90
90
90

-39.25
-39.21

-39.10

-38.98

-38.97

-38.86

-38.73
-38.60
-38.16

-38.04

-37.50

-37.29

-37.26
-36.66
-36.59
-36.37
-35.79

-35.78

-34.00

-33.88

-32.51

-32.18

-31.09
-46.19
-45.51
-42.52
-41.22
-40.74

-40.04

-39.43
-39.07
-38.10
-37.73
-37.09

-31.51
-8.11

-21.41

-21.09

-20.15

-32.17

-29.01
-28.97
-29.64

-20.93

-22.83

-15.92

-20.64
-29.64
-28.91
-14.47
-19.89

-22.14

-25.63

-20.80

-16.11

-25.62

-24.14
-23.65
-15.64
-15.25
-22.30
-24.41

-21.99

-24.43
-22.55
-15.63
-16.93
-27.19

-7.736
-31.10

-17.68

-17.88

-18.81

-6.69

-9.71
-9.62
-8.51

-17.11

-14.67

-21.37

-16.61
-7.027
-7.678
-21.90
-15.89

-13.64

-8.368

-13.07

-16.39

-6.561

-6.950
-22.53
-29.86
-27.26
-18.92
-16.33

-18.04

-15.00
-16.52
-22.47
-20.80
-9.895

-8,52
-9,18

-8,82

-7,63

-8,43

-9,37

9,14
-8,98
-8,62

-8,3

-8,22

-7,48

-8,24
-8,6
-8,61
-7,48
-7,62

-8,08

-9,09

-7,92

-7,51

-8,9

-8,33
7,48
-8,3
-7,68
8,4
-8,34

-8,24

-1,19
-7,79
-7,52
-7,38
-8,85

442
448

47,5

448

473

42,0

454
46,4
47,0

44,7

40,7

41,3

475
45,1
413
444
45,6

46,8

47,5

47,6

44,7

45,6

45,8
425
43,6
42,6
46,5
43,7

448

43,6
453
42,5
46,4
47,1

71

28.09
23.97

38.81

33.08
28.39
36.18

14.93
33.34
25.63

28.41

33.73

13.36

16.86
22.34
39.73
29.51
22.58

21.16
26.52
37.33
35.44
30.47

23.31
21.24
28.91
32.46
31.25
28.55

35.72

34.33
34.92
14.97
22.43
26.13



QYY2R
2
P31751
P11309
P00533
P51812
P43403
P36897

P04818

P00519
Q15118

P09917

043353
P04629
P24941
P35236
Q00987
015530

P08238

075116
P30305
P48736
P07948
014757
Q00535

Q13547

P09619
P49759
Q05397
060674
P01375
P07900
014920
Q96GD
4
P16083

P08581
P11362

P08473

PTN22

AKT2

PIM1
EGFR
KS6A3
ZAP70
TGFR1

TYSY

ABL1
PDK1

LOX5

RIPK2
NTRK1
CDK2
PTN7
MDM2
PDPK1

HS90B

ROCK2
MPIP2
PK3CG
LYN
CHK1
CDKS5

HDACI1

PGFRB
CLK1
FAK1
JAK2
TNFA

HS90A
IKKB

AURKB

NQO2
MET
FGFR1

NEP

Fosfatase

Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase

Quinase
Transferase

Quinase
Quinase
Oxido
reductase
Quinase
Quinase
Quinase
Fosfatase
Transferase

Quinase
Chaperona

Quinase
Fosfatase
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Reg. de
transcri¢do
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Citocina
Chaperona
Quinase

Quinase

Oxido
reductase
Quinase

Quinase

Protease

2P6X

1GZK
1XR1
2GS2
4JG6
1U59
3GXL
1HZ

2GIT
2Q8F

6N2W

4C8B
4F0I
1DI8
12C0
1RV1
10KY
1UY

4L6Q
1ICWS
2V4L
3A40
INVQ
4AUS

4BKX

1H90
6R8J
3BZ3
2B7A
2AZ5
2YES
4KIK
4AF3

3073

2RFS
1AG

IR1H

90

90
90
80
80
80
80

80

80
80

80

80
80
80
80
80
70

70

70
70
70
70
70
70

70

70
60
60
60
60
50
50
50

50

40
40

30

-36.63

-33.39
-30.98
-42.51
-41.61
-40.57
-39.07

-39.04

-38.82
-38.61

-38.14

-37.17
-36.74
-34.12
-32.80
-24.76
-42.06

-41.49

-40.56
-39.34
-39.25
-37.41
-37.06
-34.90

-33.15

-29.92
-38.68
-36.08
-34.93
-32.12
-41.87
-34.99
-32.26

-29.94

-45.30
-38.98

-41.60

-14.81

-7.65
-20.29
-20.07
-15.64
-22.51
-15.33

-24.91

-28.81
-17.37

-31.53

-26.81
-27.65
-6.08
-19.20
-24.31
-26.18

-24.10

-20.89
-20.99
-15.72
-29.68
-29.02
-10.77

-22.57

-14.72
-17.68
-14.91
-8.62
-20.01
-21.23
-13.31
-20.98

-22.35

-22.98
-23.24

-24.46

-21.81

-25.73
-10.69
-22.44
-25.96
-18.05
-23.73

-14.13

-10.01
-21.24

-6.610

-10.36
-9.083
-28.03
-13.59
-0.452
-15.88

-17.39

-19.66
-18.35
-23.52
-7.735
-8.040
-24.12

-10.58

-15.20
-20.99
-21.16
-26.30
-12.10
-20.63
-21.68
-11.27

-7.58

-22.38
-15.72

-17.14

-6,62
-7,56
-8,5
-7,96
-8,74
-7,64

-8,66

-8,6
-7,69

-9,27

-8,88
-8,2
-6,78
-8,1
-8,41
-9,52

-8,42

-7,46
-7,64
7,67
9,52
-9,23
7,14

-8,26

7,24
-7,95
7,24
-6,68
-8,34
-8,28
7,47
-8,19

-8,67

-8,66
-8,27

-8,39

458
46,6
453
46,4
42,7
46,5

443

453
44,1

47,5

483
45,6
478
477
52,5
45,1

46,3

44,2
40,9
43,8
47,1
478
42,8

47,7

475
44,5
472
49,0
51,9
45,1
454
48,6

47,6

39,4
43,7

40,8

78

40.85

28.10
25.92
32.93
34
30.51
32.10

22.63

26.3
31.36

42.97

35.26
21.11
28.59
17.21
17.84
30.83

26.53

49.73
16.75
35.60
22.36
28.55
59.73

22.16

29.1
28.10
28.61
75.60

7.27
26.62
29.85
22.80

28.01

23.90
26.17

42.47



P10415
P45983
P78536
QYUBN
7
P12268

Q55007
Q07820
P23219

014672
P16435

Q16665

Q15059

P55263
Q9BY4
1
060885

P05177

P20839

Q14680
QYNR9
6
Q9Y243
015111
Q05655
Q02156
Q06418
P35916
P25105

BCL2
MKO8
ADA17

HDAC6

IMDH2

LRRK2
MCL1

PGHI1

ADA10

P450R

HIF1A

BRD3

ADK

HDACS

BRD4

CP1A2

IMDH1

MELK
TLR9

AKT3
IKKA
KPCD
KPCE
TYRO3
VGFR3
PTAFR

Apoptoticas
Quinase
Protease
Reg. de

transcrigao

Oxido
reductase
Quinase
Apoptoticas
Oxido
reductase
Protease
Oxido
reductase
Reg.de
transcrigao
Reg. de
transcri¢ao
Quinase
Reg.de
transcri¢ao
Reg.de
transcrigao
Oxido
reductase
Oxido
reductase
Quinase
Imunoloégica
s
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Quinase
Reg.de

transcrigdo

4LVT

3ELJ

3B92

SEDU

1B30

27ZE]

3MKS8

6Y3C

6BDZ
1B1C

1H2K

2NXB

401L
1T69

TWW

2HI4

1JCN

STVT

30

30

20

10

10

00

00

00

00
00

00

00

00
00

00

00

00

00

-39.70

-34.45

-39.70

-29.63

-28.25

-43.11

-42.69

-42.23

-40.66
-39.79

-37.37

-35.57

-35.26
-33.49

-33.48

-32.41

-32.04

-31.25

-27.89

-14.45

-18.70

-12.20

-15.25

-15.86

-16.28

-33.65

-24.50
-23.65

-19.78

-23.59

-19.97
-24.29

-22.24

-23.77

-19.79

-20.73

-11.80

-19.97

-21.00

-17.43

-13.00

-27.25

-26.40

-8.58

-16.16
-16.13

-17.58

-11.98

-15.29
-9.20

-11.24

-8.64

-12.25

-10.52

-9,48
-7,11
-8,61
-7,28
-7,94
-1,77
-1,7

-9,36

-8,36
-8,28

-7,68

-9,01

-8,27
-8,43

-8,07

-8,4

-7,91

Fonte: Propria, adaptada de dados obtidos através de experimentos via plataforma DockThor;

45,8
46,2
45,0
51,2
48,9
38,0
45,5

42,0

44,7
48,3

43,8

48,4

48,7
50,8

50,0

45,9

454

46,6

79

19.66
20.06
29.47
27.45
25.8
10.8
23.08

42.06

24.78
15.61

37.42

20.96

65.89
12.58

17.2

35.09

51.46

32.51

*QGrifadas em vermelho: Proteinas que foram excluidas do estudo por ndo possuir estruturas aptas ou disponiveis.



