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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) pertence a classe das doengas neurodegenerativas por induzir
danos irreversiveis a estrutura cerebral, pela oxidagao de neurotransmissores fundamentais para
seu funcionamento. A DP, especificamente, se caracteriza por causar sintomas motores como
tremores e rigidez muscular nos pacientes acometidos. Apesar das terapias existentes, baseados
em inibidores de monoamina oxidase B, pesquisadores revelaram uma forte correlagao que os
receptores de adenosina A1 e AxaR na inibi¢ao do efeito de recaptagao de ions e de dopamina
estriatal intracelular observada em ratos. Nesta premissa, as carbazomicinas sao farmacoforos
reivindicados para elabora¢do de substancias ativas no sistema nervoso central (SNC) com
efeito terapéutico promissor, uma vez que sao derivados de carbazoéis relatados na atividade
anti-inflamatodria neural e atividade neuroprotetora. Desta forma, o objetivo deste estudo ¢
explorar as propriedades estruturais, eletronicas e de bioatividade modulatoria de receptores de
adenosina A; de uma série de derivados de carbazomicina substituidas (CCB1-4). Para isso,
foram realizadas uma otimizagdo estrutural a nivel quantico pela Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) para andlise de seus descritores de reatividade global, enquanto uma
abordagem de triagem virtual baseada em estrutura conduziu as simula¢des de docking
molecular e dindmica molecular dos derivados de CCB1-4 em complexo com o receptor de
adenosina Aj. Os resultados mostraram que os diferentes ambientes (agua, DMSO e
cloroférmio) ndo afetaram drasticamente a reatividade dos derivados CCB1-4, visto pelos
calculos de DFT utilizando a base 6-31++G(d,p) double-C. O teste de predicao do alvo, guiado
pela estratégia de triagem virtual baseada em estrutura, mostrou que a natureza heteroaromatica
dos CCB1-4 conduz uma similaridade estrutural com outras bases nitrogenadas moduladoras
de receptores A1R, incluindo o proprio ligante enddgeno adenosina (ADN). Assim, as
simulacdes de docking molecular estimaram uma maior afinidade do derivado CCB3 ao
receptor, com valor calculado de -8,6 kcal.mol!, ao se ligar no sitio do agonista ADN.
Corroborando a isso, as simulagdes de dinamica molecular mostraram que o composto se liga
ao alvo de forma estavel, com energia livre de ligagdo em torno de -25,9 kcal.mol!. Estes
resultados sugerem que o CCB3 pode antagonizar a ligagdo da ADN em seus receptores, efeito

associado a moduladores de AR no tratamento da DP.

Palavras-chave: Carbazomicinas; Receptor Adenosina A1; Doenca de Parkinson; Docking

molecular; Quimica quantica.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) belongs to the class of neurodegenerative diseases because it induces
irreversible damage to the brain structure through the oxidation of neurotransmitters that are
essential for its functioning. PD, specifically, is characterized by causing motor symptoms such
as tremors and muscle stiffness in affected patients. Despite existing therapies based on
monoamine oxidase B inhibitors, researchers have revealed a strong correlation between
adenosine A1 and A2aR receptors in inhibiting the ion reuptake effect and intracellular striatal
dopamine observed in rats. In this premise, carbazomicins are pharmacophores claimed for
elaborating active substances in the central nervous system (CNS) with promising therapeutic
effect, since they are carbazole derivatives reported in neural anti-inflammatory activity and
neuroprotective activity. Thus, this study aims to explore the structural, electronic and
modulatory bioactivity properties of adenosine A; receptors of a series of substituted
carbazomicin derivatives (CCB1-4). For this purpose, a structural optimization at the quantum
level by Density Functional Theory (DFT) was performed to analyze their global reactivity
descriptors. At the same time, a structure-based virtual screening approach was used to conduct
molecular docking and molecular dynamics simulations of CCB1-4 derivatives in complex
with the adenosine A receptor. The results showed that the difference in different environments
(water, DMSO and chloroform) does not drastically affect the reactivity of CCB1-4 derivatives,
as seen by DFT calculations using the 6-31++G(d,p) double-( base. The target prediction test,
guided by the structure-based virtual screening strategy, showed that the heteroaromatic nature
of CCB1-4 leads to structural similarity with other nitrogenous bases modulating AR
receptors, including the endogenous ligand adenosine (ADN). Thus, molecular docking
simulations estimated a higher affinity of the CCB3 derivative to the receptor, with a calculated
value of -8.6 kcal/mol, when binding to the DNA agonist site. Corroborating this, molecular
dynamics simulations showed that the compound stably binds to the target, with a binding free
energy of approximately -25.9 kcal/mol. These results suggest that CCB3 can antagonize DNA

binding to its receptors, an effect associated with AjR modulators in treating PD.

Keywords: Carbazomycins; Adenosine A1l receptor; Parkinson's disease; Molecular docking;

Quantum chemistry.
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1 INTRODUCAO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma condigdo neuroldgica progressiva,
caracterizada pela degeneracao de areas especificas do cérebro e associada a sintomas motores
e ndo motores. Entre os sintomas motores, destacam-se rigidez muscular, tremores e
instabilidade postural. J& os sintomas ndo motores envolvem disfun¢des autonémicas, como
constipacao intestinal e hipotensdo ortostatica, as quais, além de impactarem a qualidade de
vida, podem favorecer o surgimento de disturbios psiquiatricos, como depressdo ¢ ansiedade
(FUNAYAMA et al., 2023).

A DP apresenta um desenvolvimento gradual e sua progressao ¢ acelerada com o
avango da idade, sendo esta considerada um fator de risco relevante. A exposicao a fatores
ambientais, como pesticidas, substancias quimicas e metais pesados, tem sido associada ao
aumento do risco de DP, uma vez que esses agentes podem promover a destruicao dos neurdnios
dopaminérgicos. Dessa forma, a minimizacdo da exposi¢do a esses agentes ambientais ¢
recomendada como medida preventiva (KANWAR RAJAWAT; BHARDWAJ; MATHUR,
2022).

Embora o mecanismo de inibicdo da Monoamina Oxidase B (MAOB) seja o alvo
mais comumente relatado para o tratamento da DP, estudos recentes mostraram que o efeito
antagonista de receptores de adenosina Al (AiR) receptores de adenosina A2A (A2aR),
pertencente a classe dos receptores acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G Protein-
Coupled membrane Receptor), apresentaram uma forte correlagdo terapéutica com o transtorno
(WANG et al., 2021; YAN et al., 2003).

Pesquisadores demonstraram que o antagonismo dos receptores de adenosina A1R
e AR, induzido pela molécula 5-[5-amino-3-(4-fluorofenil) pirazina-2-il]-1-
isopropilpirabina-2(1H)-ona (ASP5854), resultou em um aumento dos niveis intracelulares de
Ca®" e no conteudo de dopamina estriatal em ratos. Esses efeitos foram observados apos a
redug¢do de dopamina provocada pela administragdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) na espécie testada (MIHARA et al., 2007).

Estudos revelam que compostos heteroaromaticos contendo amina, como
hidrazinas e xantinas, apresentam alternativas de modulagdao de AR (GUILLOU et al., 2024;
MALLO-ABREU et al., 2020), especialmente pela similaridade estrutural que apresentam com
ligantes endogenos destes receptores, como a ADN e a cafeina. Entre estes, ¢ valido citar os

carbazoles, compostos heterociclicos nitrogenados conjugados a sistemas aromaticos,



15

conhecido por suas propriedades neuroprotetivas associada a neuroinflamacao (LI et al., 2022;
ZHU et al., 2013), além de sua atividade relatada contra doenga de Parkinson (DE JESUS-
CORTES et al., 2012).

Cheng et al., (2021) descobriram a presenca de quatro metabdlitos secundarios de
carbazoles 4-cloro- e 3-metoxi- substituidos, denominados clorcabazomicinas 1-4 (CCB1-4),
derivados de bactérias Streptomyces diacarni LHW51701 que apresentam atividade citotoxica
em células de cancer de pulmdo humano. Estes fragmentos substituidos estao diretamente
associados a formagao de compostos mais polares do que compostos que sao toxicos ao SNC,
otimizando a bioatividade de candidatos a medicamento moduladores de GPCRs, ligantes de

canais i0nicos e inibidores enzimaticos (PETTERSSON et al., 2016; WAGER et al., 2010).

Figura 1 — Representacdo bidimensional da estrutura quimica dos derivados de

clorcarbazomicina 1-4 (CCB1-4)

oH oH
1 9a_N 8a 8 8 8a_N 9a 1
g
3
OH
7
! Cl O g
CCB3 CH, cCB4

Fonte: Adaptado de Cheng et al., (2021)

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo realizar uma triagem virtual
baseada em ligantes (ligand based virtual screening), apoiada por uma abordagem
computacional da quimica tedrica, de uma série de derivados de clorcarbazomicina, com a
finalidade de estimar a bioatividade desses compostos em relagdo aos receptores de adenosina

AR no tratamento da DP.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Estimar a reatividade e a bioatividade de uma série de metabdlitos secundarios de

CCB1-4 sobre receptores de A1R no tratamento da DP.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar uma caracterizacao estrutural e eletronica dos derivados de CCB1-4
seguindo o formalismo da quimica quantica;
e Analisar os descritores de reatividade global dos derivados de CCB1-4;
e Estimar a bioatividade dos derivados de CCB1-4 a partir de similaridade
estrutural com bioativos conhecidos depositados em bases de dados;
e Analisar as interagdes bioquimicas dos derivados de CCB1-4 frente ao receptor

de AR utilizando simulac¢des de farmacodinamica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doenca de Parkinson

Pesquisas indicam que a DP ¢ o distirbio motor mais frequente entre idosos, sendo
a segunda condic¢ao neurodegenerativa mais comum que compromete o sistema nervoso central
(SNC), ficando atrds apenas da doenca de Alzheimer. Estima-se que cerca de 10 milhdes de
pessoas em todo o mundo sejam afetadas, com uma prevaléncia superior a 3% entre aqueles
com mais de 80 anos (POEWE et al., 2017). Isso demonstra que a idade ¢ um fator de risco
significativo para o desenvolvimento da doenca, juntamente com a predisposi¢ao genética
(HERNANDEZ; REED; SINGLETON, 2016).

A DP ¢ classificada como um transtorno neurodegenerativo cronico, devido a sua
interferéncia na fungdo motora, resultante da perda irreversivel de neurdnios, ocasionada por
um desequilibrio nos niveis de neurotransmissores no SNC (SVEINBJORNSDOTTIR, 2016).
Atualmente, ndo existe cura para a doenga, e seus sintomas principais incluem tremores,
instabilidade postural e discinesia, afetando o controle muscular (CHANDRABHATLA;
POMERANIEC; KSENDZOVSKY, 2022). Com o avan¢o da doenca, esses sintomas podem se
agravar, estando associados ao acimulo de neurotoxinas no SNC, as quais desempenham um
papel essencial na ferroptose, uma forma de morte celular programada dos neurdnios (DO VAN
etal.,2016).

A patogénese da morte celular associada a PD estd diretamente vinculada a
degradacdo enzimatica da dopamina nos neuronios (ZUCCA et al., 2017). Assim, a terapia atual
para o tratamento da doenga inclui o uso de medicamentos que inibem essa degradagdo
dopaminérgica, como os inibidores da monoamina oxidase B (MAOB). No entanto, estudos e
avangos recentes na pesquisa cientifica envolvendo a DP mostraram a relagdo que os receptores
de adenosina do tipo AR e A2aR com o equilibrio de neurotransmissores dopaminérgicos
(MIHARA et al., 2007).

Os receptores de adenosina desempenham um papel crucial no equilibrio dos
neurotransmissores, estando diretamente envolvidos nos efeitos de relaxamento e sonoléncia,
promovidos pela ligacdo da ADN produzida internamente pelo organismo humano (DRAPER-
JOYCE et al.,2021; KORKUTATA et al., 2019). A cafeina, por ser um substrato natural desses
receptores, pode competir com a adenosina (ADN) pelos seus sitios de ligagao nos receptores
de adenosina (RIVERA-OLIVER; DIAZ-RIOS, 2014). Esse antagonismo, promovido pela

cafeina, tem demonstrado reduzir o risco de desenvolver a DP (COSTA et al., 2010). Esse efeito
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sugere que a inibi¢ao da adenosina ¢ um ponto de partida promissor para o desenvolvimento de

novos moduladores dos receptores AiR e A2aR, com potencial terapéutico no tratamento da DP.

3.2 Carbazomicinas

As carbazomicinas sdo uma classe de compostos organicos heteroaromaticos
pertencentes ao grupo dos derivados de carbazol que contém grupos oxigenados substituidos
usualmente em um de seus anéis aromaticos (Figura 1), denominado anel A (NATHO; ALLEN;
PARSONS, 2023). O esqueleto estrutural de um carbazol ¢ caracterizado por um anel
heterociclico nitrogenado de pirrol, que constitui um centro de doagao de hidrogénio (R-NH-
R), fundido a dois anéis de benzeno que apresentam sitios de substitui¢do nucleofilica
(STEPHERSON et al., 2016).

Esta classe de compostos ¢ conhecida especificamente por ser precursora dos
primeiros antibidticos isolados do grupo de bactérias Streptomyces, as carbazomicinas A ¢ B,
apresentando atividade antifingica e antibacteriana (SAKANO; ISHIMARU; NAKAMURA,
1980; SCHMIDT; REDDY; KNOLKER, 2012).

Estudos de sintese organica exploram amplamente a substitui¢do de um de seus
anéis por grupos doadores de densidade eletronica, como radicais hidroxila (R-OH) e metoxila
(R-OCH3) (NATHO; ALLEN; PARSONS, 2023). Recentemente, estudos de isolamento
impulsionaram a descoberta de 4 novos derivados de carbazomicinas em forma de metabolitos
secundarios produzidos por Streptomyces diacarni, contendo um grupo 3-OCHj3 substituido
doador de elétrons, além de um grupo 4-Cl com maior densidade eletronica (anel A), que
apresentam atividade citotoxica em células cancerigenas relatada (CHENG et al., 2021). Estes
derivados incluem a variacao da posicao de grupos OH substituidos nos atomos de carbono de
posigdes 1 e 3 do anel C e uma metoxilagdo no grupo amina de pirrol (Figura 1), cujos produtos
quimicos apresentam uma riqueza de atividade biologicas a serem exploradas.

Além da atividade antiproliferativa, compostos organicos derivados de carbazol,
especificamente as que apresentam grupos halogeno-substituidos e grupos oxigenados doadores
de densidade eletronica, se destacam por desempenharem um efeito terapéutico positivo no
SNC, atuando na neuroinflamac¢do como substancia neuroptrotetora (CHENG et al., 2019).
Desta forma, esta subestrutura constitui um farmac6foro como ponto de partida fundamental

para elaboracao de analogos terapé€uticos atuantes no SNC.

3.3 Modelagem Molecular
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Os desafios na descoberta de novos farmacos estdo diretamente relacionados ao
elevado custo financeiro e a significativa demanda de tempo. Nesse contexto, as técnicas de
modelagem molecular buscam otimizar o potencial dos farmacos com base em suas
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas, permitindo identificar
compostos com potencial atividade terapéutica e viabilidade adequada para uso. Utilizando
técnicas preditivas e simulagdes computacionais, ¢ possivel avaliar as propriedades de cada
composto, enquanto estudos de docking molecular e dinamica molecular sao empregados para
analisar a afinidade entre o composto e o receptor-alvo, além de estimar a estabilidade do
complexo formado (LUUKKONEN et al., 2023).

A Teoria do Funcional de Densidade (DFT) é uma destas metodologias,
amplamente utilizada para investigar propriedades estruturais, eletronicas e de reatividade de
compostos organicos, ganhando notoriedade devido a sua alta precisdo, baixo custo com
recursos computacionais ¢ capacidade de incorporar efeitos de correlacdo eletronica. Esse
método ¢ amplamente aplicado em diversas areas, como fisica do estado so6lido, ciéncia dos
materiais, bioquimica, quimica farmacéutica, além de estudos envolvendo nano-sistemas e
sistemas em escala atdmica, entre outros (BURKE, 2012). O método DFT simplifica a
resolugdo da equagdo de Schrodinger ao descrever os termos em fungao da densidade eletronica,
em vez de tratar diretamente as fungdes de onda de muitos elétrons. Isso reduz a complexidade
do problema, j4 que a fungdo de onda exige 3N coordenadas para cada elétron, enquanto a
densidade eletronica depende de apenas trés coordenadas. Assim, conhecendo a densidade
eletronica, ¢ possivel obter as informacdes necessarias sobre o sistema (BURKE, 2012).

J& as simulagdes de sistemas bioldgicos, como as técnicas de docking molecular e
dindmica molecular, baseiam-se no conceito do modelo “chave-fechadura” para simular
sistemas bioldgicos entre ligantes e proteinas para analisar um efeito terapéutico (PERSCH;
DUMELE; DIEDERICH, 2015).

Entre as principais interacdes ligante-receptor, identificadas pelas simulagdes de
docking molecular auxiliadas por andlises de reconhecimento molecular, destacam-se as
ligagdes de hidrogénio, que ocorrem em distdncias menores e envolvem um grupo polar doador
de hidrogénio formando uma ligagdo com um centro aceitador, geralmente um residuo de
aminoacido no sitio de ligacdo. As interagdes hidrofobicas sdo comuns entre ligantes
hidrofobicos e cadeias laterais apolares dos aminoacidos. Outra interagdo importante ¢ o
empilhamento-n, que ocorre entre centros aromaticos de ligantes e residuos aromaticos dos

aminoacidos, podendo ser paralelo (tipo P) ou perpendicular (tipo T), dependendo da
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conformac¢ao da molécula e do encaixe no sitio de ligagdo (FOKOUE et al., 2020; PERSCH;
DUMELE; DIEDERICH, 2015).

Ja as simulagdes de dinamica molecular permitem realizar calculos envolvendo
sistemas complexos, que podem incluir moléculas de dgua, receptores alvo, ligantes bioativos
e ions. Essas simulacdes sdo usadas para analisar o comportamento do sistema ligante-proteina
ao longo de um determinado intervalo de tempo e estimar a energia livre de ligacdo entre as
biomoléculas envolvidas (KOLLMAN et al., 2000). Diferentemente do que ocorre nas
simulagdes de docking molecular, onde sdo consideradas as estruturas proteicas rigidas e
ligantes flexiveis.

De maneira geral, as simulagdes computacionais aplicadas a sistemas moleculares
tém como objetivo prever o comportamento desses sistemas, estimando as for¢as que atuam de
maneira uniforme sobre os elementos do sistema. As trajetorias dos dtomos sdo calculadas com
base nas interacdes de proximidade e afastamento, levando em consideragdo tanto as forcas
entre atomos ligados quanto aquelas entre a&tomos nao ligados. Para ajustar as configuragdes
moleculares, utiliza-se 0 modelo de massa-mola, permitindo identificar a presenga de ligagdes
quimicas e angulos moleculares. As forgas ndo ligantes, por sua vez, estdo associadas as
interagdes de Van der Waals, que sdo calculadas pelo potencial de Lennard-Jones, e as

interacoes eletrostaticas, modeladas pela lei de Coulomb (BAIDAKOV, 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Calculos computacionais de quimica quantica

Para este trabalho, todos os calculos quimicos quanticos foram realizados usando o
método da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) executado pelo software Gaussian 09
(https://gaussian.com/glossary/g09/). Para identificar as coordenadas tridimensionais que
indicam a energia minima do estado fundamental de cada composto, o processo de otimizagao
geométrica das estruturas foi realizado usando o funcional hibrido de trés parametros de Becke
(B3) (BECKE, 1992) para troca com o funcional de correlagdo corrigido por gradiente de Lee,
Yang e Parr (LYP) (LEE; YANG; PARR, 1988) e o conjunto de bases 6-31++G(d,p) double-C
de Pople (PAPAJAK et al.,2011). Esse funcional e o conjunto de bases foram escolhidos porque
se correlacionam muito bem com dados experimentais no estudo de moléculas organicas
(ALMEIDA-NETO et al., 2020). O calculo de otimizagao foi realizado no vacuo e com agua,
metanol, cloroférmio e DMSO como solvente implicito. O Formalismo de Equagao Integral -
Modelo Continuo Polarizavel (IEF-PCM) foi usado no estudo de solvatagao. Foram realizados
calculos de frequéncia vibracional para investigar as propriedades vibracionais das
colocarbazomicinas.

As energias dos orbitais moleculares de fronteira (FMO), o Highest Occupied
Molecular Orbital (HOMO) e o Lowest Unocuppied Molecular Orbital (LUMO) foram
calculados para investigar a reatividade global, uma vez que as energias HOMO e LUMO
podem ser usadas como descritores da reatividade global (KOYAMBO-KONZAPA et al.,
2022). O gap de energia (AEgsp) € determinada a partir da diferenga de energia entre os orbitais

LUMO e HOMO (Eq. 1).

AEgap = Erymo — Enomo (D
O teorema de Koopsman torna possivel investigar a energia de ionizagao (IE) e a

afinidade eletronica (EA), respectivamente, por meio das energias dos orbitais HOMO (Eq.2)
e LUMO (Eq. 3).

IE = —Eyomo (2)
EA = —Eymo (3)
A eletronegatividade (), o potencial quimico (u) e a dureza quimica () podem ser

calculados pela derivacdao da energia eletronica das moléculas (F) em relagdo ao numero de
elétrons (N) expostos a um potencial externo constante (v()). A eletronegatividade (Eq. 4) €

definida como a derivada de primeira ordem. O potencial quimico (Eq.5) ¢ definido como o
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negativo da eletronegatividade e a dureza quimica (Eq. 6) ¢ definida como a derivada de

segunda ordem.

=, )
u1= a—x (2)
1=3(ow),, ©

Usando o método de diferenga finita, a eletronegatividade, o potencial quimico e a
dureza quimica podem ser estudados usando a primeira energia de ionizagdo e a afinidade
eletronica, que, por sua vez, podem ser usadas para as energias dos orbitais HOMO e LUMO.
Dessa forma, o potencial quimico e a eletronegatividade sdo dados na Eq. 7 e a dureza quimica

¢ dada na Eq. 8. A suavidade quimica (S) ¢ expressa como o inverso da dureza quimica (Eq. 9).

1 7
)(=—,u=E(IE+EA) )
-1
== (Enomo
" + ELymo)
1 =5 UE - EA) ()
-1
= 7 (EHOMO
_1ELUMO)
o1 ©)
n

A eletrofilicidade estd associada a eletronegatividade e a dureza quimica dos
compostos quimicos. O indice de eletrofilicidade global (@) foi introduzido por Parr et al.
(1994) e ¢ dado pela equacao Eq. 10. O indice de nucleofilicidade global (¢) ¢ definido como o
inverso do indice de eletrofilicidade global (Eq. 11).

"= u (=02 (10)
2n 2n
.o 1 (11)
w

Todos os descritores mencionados acima estao relacionados a reatividade em um
nivel global. Para estudar a reatividade dos centros atdmicos, Fukui propds um conjunto de
funcdes de fronteira que descrevem a densidade eletronica dos orbitais de fronteira em relagao
as alteracdes no numero total de elétrons. Dessa forma, as fun¢des de Fukui possibilitam o
estudo dos locais atomicos mais eletrofilicos e nucleofilicos nas moléculas. Matematicamente,
a funcdo de Fukui (Eq. 12) ¢ dada como a derivada de primeira ordem da densidade eletronica
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(pm) em relagdo ao numero de elétrons (N) no sistema em um potencial externo constante (v(r)).
00 (12)

o) =|

ON v

As fungdes de Fukui condensadas possibilitam a realizacao de uma analise quantitativa da
suscetibilidade dos sitios atdmicos. Para calcular essas fungdes, o nimero da populagdo
atomica ¢ usado para representar a quantidade de distribuicao de densidade de elétrons em
torno de um atomo. Dessa forma, ao aplicar o método de distancia finita, podemos estudar
separadamente a suscetibilidade dos compostos ao ataque nucleofilico (f1") (Eq. 13), ao
ataque eletrofilico (1) (Eq. 14) e ao ataque radical (f4”) (Eq. 15). Para este trabalho, a analise
de populagao de Hirshfeld foi escolhida, pois apresenta excelente desempenho para o calculo
das fungdes condensadas de Fukui.

fA+q1/\1]_QI/\1]+1 (13)

fa =4qf§-1— a5 (14)

0= (qf-1 — 9fi+1) (15)
4 2

O estudo simultaneo dos sitios eletrofilicos ou nucleofilicos pode ser realizado
usando as fun¢des condensadas de Fukui e o indice de eletrofilicidade global (@) juntos para
calcular o descritor duplo (Af) (Eq. 16) e o descritor multifilico (Aw) (Eq. 17).

Af=f74 (16)
Ao = wAf (17)

4.2 Triagem de predi¢do do alvo

Para predicdo do alvo bioldgico, o servidor online SwissTargetPrediction
(http://www.swisstargetprediction.ch/) foi configurado para realizar um teste de matriz de
similaridade (s) entre composto i € composto j, considerando os compostos de entrada CCB1-
4 e mais de 300.000 bioativos conhecidos depositados na base de dados da ChEBML, conforme
a correlacdo expressa na Eq. 18:

1 (18)
1

(1+154y)

Onde dj corresponde a menor distancia de Manhattan, calculada a partir das

S =

distancias 20x20 sobre todas as conformagdes possiveis de cada molécula (GFELLER et al.,
2014). Os resultados foram expressos em uma distribui¢ao relativa de bioatividade a partir de
classes de alvos terapéuticos do organismo Rattus norvegicus, que incluem receptores
acoplados a proteina G (GPCR, do inglés G protein-coupled receptor), enzimas, proteases e
canais i6nicos, com o objetivo de selecionar a proteina para as simulacdes de docking
molecular, seguindo uma abordagem de triagem virtual baseada em ligante (ligand-based

virtual screening).
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4.3 Simulag¢des de docking molecular

A estrutura tridimensional do receptor de adenosina Al (AiR) complexado ao
agonista endogeno adenosina (ADN) e o modulador alostérico {2-amino-4-[3,5-
bis(trifluoromethyl)phenyl]thiophen-3-yl} (4-chlorophenyl)methanone (XTD) foi retirado do
repositorio RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), depositado sob coédigo PDB ID
7LD3, classificada como proteina de sinalizagdo no organismo Homo sapiens ¢ sistema de
expressao Trichoplusia ni, cuja estrutura quimica foi resolvida por microscopia eletronica a
uma resolucdo de 3.20 A (DRAPER-JOYCE et al., 2021).

A etapa de preparacgao da proteina inclui a remogao de moléculas de agua (H20) e
dos ligantes co-cristalizados, bem como a adicdo de hidrogénios polares aos residuos de
aminoacido e computacdo das cargas Gasteiger (MARINHO et al., 2024), utilizando o
programa AutoDockTools™ (https://autodocksuite.scripps.edu/adt/). Ainda, o grid-box foi
delimitado para abranger todo o espaco conformacional da proteina, ajustado com as dimensodes
x=80A,y=62Aez=>54 A sob os eixos x =95,256 , y = 107,644 e z = 112,722 e grau de
‘exaustividade = 64.

O codigo AutoDockVina™ (https://vina.scripps.edu/) foi configurado para realizar
um ciclo de 50 simulagdes independentes de 20 poses cada, para cada um dos ligantes,
utilizando o Algoritmo Genético Lamarckiano (AGL), onde o critério de sele¢do da best-pose
inclui o alinhamento entre baixa energia de afinidade (Ea <-6,0 kcal/mol) e baixo desvio médio
quadratico (RMSD < 2,0 A) (MARINHO et al., 2020).

4.4 Simulag¢oes de dinAmica molecular

Para que haja a reproducao e simulagdes de dinamica molecular (DM), foram
utilizados os resultados de best poses das simulagdes de docking molecular, onde foram
selecionados os complexos formados que apresentaram melhores valores de energia livre de
ligacdo (AG), classificado como um dos critérios para a selecdo e realizacdo da DM, dentre
todos os compostos avaliados nas simulagdes de docking molecular, serdo consideradas os
pontos favoraveis de todos os compostos frente a receptor A1R, a parametrizacao e formagao
dos sistemas para a realizacdo das simulagdes de DM foram realizadas com a utilizagdo do
GROMACS 2022.4, sendo determinado os parametros para todos os sistemas de simulacao,
que consiste inicialmente na adigao de moléculas de agua com o formato TIP3 (BOONSTRA;
ONCK; VAN DER GIESSEN, 2016), representando um formato ctibico em seguida foram
adicionados ions Na" e CI, sob interferéncia direta do campo de forca CHARMM36 (HUANG



25

etal.,2017;YU et al.,2021). Com a realizagdo das simula¢des de DM devidamente realizadas
pelo software GROMACS.

ApoOs a etapa de parametrizagdo inicial dos sistemas propostos, houve o ajuste de
dois parametros essenciais que envolve a temperatura e a pressao em que esse sistema estara
sob influéncia, onde, para a temperatura foi utilizado o integrador V-rescale devidamente
ajustado para se manter em 310 K (NAGASUNDARAM et al., 2017), ja referente a pressao foi
utilizado o método proposto por Parrinello-Rahman, onde o barostato foi calibrado para ser
mantido em uma pressdo igual a 1 bar (MARTONAK; LAIO; PARRINELLO, 2003), durante
o desenvolvimento dos célculos de DM. A padronizagao das simulagdes ficou estipulada para
serem realizadas na escala de 150 ns, com temperatura e pressao constantes (MANDAL et al.,
2022), em todos os sistemas avaliados de maneira independente ¢ em triplicatas.

Os estudos para a analise das variagdes conformacionais para cada sistema serdo
determinadas as variacdes de RMSD (Root Mean Square Deviation), sendo apresentada na Eq.
19, esses calculos apontam o comportamento de variacdo de todo o sistema sendo possivel
observar, como cada complexo se comporta ao longo de um tempo definido e assim,
evidenciando se o sistema apresenta potenciais indices associados a estabilidade (KIRCHMAIR
et al., 2008).

RMSD (19)

N
= %2(%’1 = xi2)* + (Vix — YViz2)* + (21 — 2i2)?
i=1
J& ao tratar das variacdes de flexibilidade ou rigidez apresentados nos residuos de
aminodcidos presentes no receptor bioldgico serdo simuladas as variagdes de flutuagdes RMSF
(Root Mean Square Fluctuation), apresentada na Eq. 20, estes resultados apresentam o
deslocamento de todos os dtomos do receptor com avaliagdes em dois momentos distintos da
simulagio caracterizado em estado inicial e final da simulagdo (MARTINEZ, 2015). Em relagio
ao RMSF, foram avaliados o comportamento dos sistemas no decorrer de 150 ns, onde foi
considerado o carater de flexibilidade ou rigidez dos sistemas, e assim avaliar a possivel
interferéncia ocasionada pela presenca dos ligantes inseridos nos sistemas simulados.

RMSFatom (20)

2

t
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Ainda referente aos dados das simulagoes por DM, foram calculados os valores de
MM/GBSA (Molecular Mechanics of Generalized Born Surface Area), inserido na Eq. 21, para
cada complexo formado entre o receptor alvo AiR e os possiveis compostos inseridos nas
cavidades especifica do receptor, os resultados consistem das simulagdes de DM, através dos
arquivos de trajetoria respectivo para cada complexo, os cdlculos MM/GBSA possuem a
finalidade de apontar qual o valor de energia livre de ligacdo (AGuind), €Xistente entre receptor
e ligante (POOPANDI et al., 2021).

AGping = Evaw + Eete + Ggp + Gsa — TAS (21

As simulagdes de predi¢ao por DM, visam apontar como o receptor ird se comportar
quando inserido em um meio com moléculas de 4gua e ions, com possiveis varidveis como
temperatura e pressao, sendo mantidas. Assim, as simulagdes podem estipular as variagdes
especificas para cada sistemas e desta forma ressaltar possiveis indices de estabilidade ou
instabilidade do sistema, corroborando diretamente com o potencial de inibigdo do receptor

bioldgico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Calculos computacionais de quimica quantica

5.1.1 Otimizacgdo estrutural

Os carbazodis sdo compostos organicos aromaticos heterociclicos que tém uma
estrutura triciclica, contendo dois anéis de benzeno, cada um fundido a um lado de um anel
contendo nitrogénio heteroatomo de cinco membros. Os CCB1-4 tém o grupo metoxi (OCH3)
ligado a posicao C5 do anel benzénico A e o atomo de cloro ligado a posicdo C6 também no
anel benzénico A. A diferenga estrutural entre os compostos de carbazol esta na presenga do
grupo hidroxila (OH) ligado as posi¢des C14 e C13 do anel benzénico A, respectivamente para
CCB2 ¢ CCB3. O CCB4 tem o grupo metoxi (OCH3) substituido no nitrogénio do anel
heterodtomo. As estruturas otimizadas dos clorocarbazéis CCB1-4 (Figura 2) mostram
conformagdes planares, devido as suas estruturas rigidas formadas por trés anéis aromaticos
fundidos, onde a planaridade pode ser destacada pelos angulos C3 - C2 - N11 - C10 de = -
179,99° e C6 - C1 - C9 - C12 de = -0,05° em todos os compostos. Os dados geométricos nos
ambientes simulados ndo apresentaram variagdes significativas.

Figura 2 — Representacao bidimensional da estrutura quimica dos derivados de

clorcarbazomicina 1-4 (CCB1-4)
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5.1.2 Propriedades eletronicas
O Highest Occupied Molecular Orbital (HOMO) est4 associado a capacidade de
doagdo de elétrons, enquanto o Lowest Unoccupied Molecular Orbital (LUMO) esté associado

a capacidade de aceitagdo de elétrons. Além disso, esses orbitais moleculares representam o
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limite entre o estado fundamental e o estado excitado, em que o gap de energia entre esses
orbitais significa a energia de excitagdo minima necessaria para a transi¢ao eletronica do estado
fundamental (HOMO) para o primeiro estado excitado (LUMO). Assim, a investigagao dessas
propriedades pode fornecer informagdes uteis para determinar a estabilidade cinética e a
reatividade quimica de compostos potencialmente bioativos. As isosuperficies dos orbitais
moleculares de fronteira, HOMO e LUMO, das clorocarbazidas foram plotadas, e os valores de
energia de cada orbital foram medidos. A Figura 3 mostra as isodensidades de CCB1-4
calculadas em agua, onde podemos observar que a isodensidade do orbital molecular HOMO
estd deslocalizada em toda a estrutura molecular de todas as clorocarbazidas, principalmente
nas ligacdes m dos anéis fundidos. Com relagao ao orbital molecular LUMO, a isodensidade ¢
deslocalizada na posi¢do n* de toda a estrutura aromatica do anel carbazol em todas as CCB1-
4. Essa deslocalizagdo da densidade eletronica nos orbitais HOMO e LUMO em toda a estrutura
molecular do anel carbazol ocorre devido ao efeito mesomérico presente em todos os anéis
fundidos que constituem o anel carbazol. Essa deslocalizagido da densidade favorece possiveis
transigdes eletronicas intramoleculares no CCB1-4. As isodensidades dos orbitais moleculares
HOMO e LUMO calculadas em outros ambientes sdo mostradas no material suplementar, onde
nenhuma variagdo na deslocalizacdo das densidades orbitais foi observada, com diferenca
apenas nos valores de energia.

Figura 3 — Orbitais de fronteira HOMO e LUMO e energia de gap (Egap)dos derivados de

CCBl1-4
CccCB1 CCB2 CCB3 cCB4
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A interpretagdo das energias orbitais moleculares pode ser simplificada
significativamente com o uso do Teorema de Koopmans. De acordo com o teorema, a energia
LUMO se aproxima da afinidade eletronica, enquanto a energia HOMO de uma molécula neutra
pode ser considerada uma aproximagao da energia de ionizacdo da molécula (DAVIDSON;
PLAKHUTIN, 2010). Essa associacdo possibilita que as energias das 6rbitas HOMO e LUMO
sejam diretamente relacionadas a descritores quimicos, como a tendéncia de um composto de
perder ou ganhar elétrons, facilitando a analise tedrica da reatividade quimica.

A Tabela 1 mostra os valores dos descritores de reatividade quimica global
calculados para CCB1-4 em cloroférmio, DMSO, metanol e agua. Analisando os descritores
em agua, o CCB2 tem a densidade de elétrons de valéncia mais suscetivel a doacdo, pois
apresentou o menor valor para o potencial de ionizagcdo (IEccawarer = 5,466 €V). O CCBA4, por
outro lado, tem a densidade de elétrons de valéncia menos suscetivel a doagdo, pois apresentou
o maior valor de potencial de ionizagdo (IEccB4warer = 5,703 €V). Com relacdo a acomodagao
de uma carga negativa extra, 0 CCB4 apresenta o maior valor de afinidade de elétrons
({AccBawaner = 1,452 €V), indicando que ele pode acomodar melhor a carga negativa extra. Por
outro lado, o CCB3 tende a acomodar a carga negativa extra de forma menos eficaz em
comparagdo com as outras clorocarbazomicinas, pois apresenta o menor valor de afinidade
eletronica (14 ccBswaner = 1,291 €V). Em termos de estabilidade cinética, CCB1, CCB3 e CCB4
apresentaram comportamento semelhante, enquanto CCB2 apresentou o valor mais baixo. Isso
sugere que o CCB2 tem menor estabilidade cinética, pois requer menos energia para a transicao
eletronica do orbital molecular HOMO para o LUMO (AEG4pwatter = 4,066 €V).

De acordo com o conceito de acidos e bases duros e macios (HSAB), a dureza e a
maciez quimicas estdo relacionadas a lacuna de energia, em que as moléculas mais duras
tendem a ter valores mais altos de lacuna de energia e as espécies mais macias tendem a ter
valores mais baixos de lacuna de energia. Assim, a CCB2 ¢ mais macia do que as outras
clorocarbazomicinas, conforme observado na Tabela 1. Com relacio ao comportamento
eletrofilico e nucleofilico, todas as clorocarbazomicinas apresentaram valores mais altos para o
potencial eletrofilico, com o CCB4 apresentando o valor mais alto.

Comparando os ambientes, os valores de energia HOMO e LUMO apresentaram
variagdes minimas, sugerindo que a mudanga no solvente ndo altera significativamente os
limites eletronicos do CCB1-4. Além disso, a lacuna de energia também apresentou pouca
diferenga entre os solventes, indicando que a reatividade, em termos de transi¢des eletronicas,

permanece estavel em diferentes solventes. O indice de eletronegatividade e a afinidade de



30

elétrons também apresentaram variacdes minimas entre os solventes, refor¢ando ainda mais a
ideia de que o CCB1-4 mantém uma natureza eletronica estavel em diferentes ambientes. A
dureza quimica global permanece praticamente constante, assim como a suavidade quimica
global. Isso indica que as moléculas apresentam uma resposta consistente as interacoes
quimicas, independentemente do solvente. A variagdo nos indices de eletrofilicidade e
nucleofilicidade ¢ minima, sugerindo que o carater eletrofilico/nucleofilico ndo ¢
significativamente influenciado por diferentes solventes. Assim, os dados mostram que as
clorocarbazomicinas apresentam estabilidade eletronica e energética consistente em diferentes
ambientes de solvente, com pequenas variagdes provavelmente relacionadas a polaridade do
solvente.
Tabela 1 — Descritores de reatividade dos andlogos CCB1-4 baseados nas propriedades de

HOMO e LUMO.

CCB1

Descritores Cloroférmio DMSO Metanol Agua
Energia de HOMO (Euomo, €V) -5.579 -5.626 -5.626 -5.629
Energia LUMO (ELuwo, €V) -1.292 -1.344 -1.341 -1.347
Energia de Gap (AEc,eV) 4.287 4.282 4.285 4.282
Energia de ionizac¢io (IE, eV) 5.579 5.626 5.626 5.629
Afinidade eletrdnica (EA, eV) 1.292 1.344 1.341 1.347
Eletronegatividade (¥, eV) 3.436 3.485 3.484 3.488
Dureza (1), eV) 2.144 2.141 2.143 2.141
Moleza (S, eV?) 0.467 0.467 0.467 0.467
Eletrofilicidade (w, eV) 2.753 2.836 2.832 2.841
Nucleofilicidade (€, eV") 0.363 0.353 0.353 0.352

CCB2

Descritores Cloroférmio DMSO Metanol Agua
Energia de HOMO (Eiomo, €V) -5.388 -5.433 -5.440 -5.466
Energia LUMO (EvLuwo, €V) -1.343 -1.397 -1.394 -1.400
Energia de Gap (AEcw, V) 4.045 4.036 4.046 4.066
Energia de ionizac¢io (IE, eV) 5.388 5.433 5.440 5.466
Afinidade eletrdnica (EA, eV) 1.343 1.397 1.394 1.400
Eletronegatividade (), eV) 3.366 3.415 3.417 3.433
Dureza (1), eV) 2.023 2.018 2.023 2.033
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Moleza (S, eV?!) 0.494 0.496 0.494 0.492
Eletrofilicidade (w, eV) 2.800 2.890 2.886 2.899
Nucleofilicidade (g, eV") 0.357 0.346 0.347 0.345
CCB3

Descritores Cloroférmio DMSO Metanol Agua
Energia de HOMO (E:omo, €V) -5.465 -5.522 -5.519 -5.526
Energia LUMO (ELuwo, eV) -1.230 -1.288 -1.284 -1.291
Energia de Gap (AEcx, €V) 4.235 4.234 4.235 4.235
Energia de ioniza¢io (IE, eV) 5.465 5.522 5.519 5.526
Afinidade eletronica (EA, eV) 1.230 1.288 1.284 1.291
Eletronegatividade (¥, eV) 3.348 3.405 3.402 3.409
Dureza (1), eV) 2.118 2.117 2.118 2.118
Moleza (S, eV) 0.472 0.472 0.472 0.472
Eletrofilicidade (w, eV) 2.646 2.738 2.732 2.743
Nucleofilicidade (g, eV") 0.378 0.365 0.366 0.365

CCB4

Descritores Cloroférmio DMSO Metanol Agua
Energia de HOMO (E:omo, €V) -5.639 -5.699 -5.696 -5.703
Energia LUMO (Evuvo, eV) -1.385 -1.448 -1.444 -1.452
Energia de Gap (AEcx, eV) 4.254 4.251 4.252 4251
Energia de ionizacio (IE, eV) 5.639 5.699 5.696 5.703
Afinidade eletrdnica (EA, eV) 1.385 1.448 1.444 1.452
Eletronegatividade (¥, eV) 3.512 3.574 3.570 3.578
Dureza (1), eV) 2.127 2.126 2.126 2.126
Moleza (S, eV?) 0.470 0.470 0.470 0.470
Eletrofilicidade (w, eV) 2.899 3.004 2.997 3.011
Nucleofilicidade (€, eV") 0.345 0.333 0.334 0.332

Fonte: Elaborado pelo autor

5.1.3 Funcoes condensadas de Fukui

As fungdes de suscetibilidade de ataque nucleofilico (f4*) e de suscetibilidade de
ataque eletrofilico (f1), juntamente com o descritor duplo (Af) e o descritor multifrontal (Aw),
sdo parametros usados para descrever o comportamento de cada atomo em uma molécula.

As fungdes de Fukui /4" e 4~ caracterizam o comportamento de cada 4tomo em uma
molécula por meio de variagdes na densidade eletronica apos a remogao ou adi¢do de carga

(ZAINURI et al., 2017). A fun¢do f4* € usada para descrever a suscetibilidade de um atomo a
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ataques nucleofilicos, enquanto a fun¢do f4 ¢ usada para descrever a suscetibilidade de um
atomo a ataques eletrofilicos. Os resultados mostram valores positivos para ambos as fungdes
nos ambientes calculados para todos os derivados (Tabela 1). O descritor duplo Af'e o descritor
multifilico Aw, calculados a partir das fungdes de Fukui, caracterizam simultaneamente as
contribuigdes nucleofilicas e eletrofilicas de cada 4tomo, fornecendo assim um perfil de
reatividade local inequivoco. Os dados do descritor multifilico calculados para os derivados
estao compilados nas Figuras 4-7. Observa-se que o comportamento quimico de cada atomo
nao foi afetado por alteragdes no ambiente simulado para os derivados. Além disso, quando
comparados uns aos outros, os derivados apresentam um perfil de comportamento quimico
semelhante. Os resultados indicam que os atomos mais suscetiveis ao ataque nucleofilico sdo
Cl1, C2, C4, C4a, C4b, C5, C7, C8 e C8a para o derivado CCB1; C1, C2, C4, C4a, C4b, CS5,
C7, C8 e Cl para os isomeros CCB2 e CCB3; C1, C2, C4, C4a, C4b, C5, C7, C8 e C8a para o
derivado CCB4. Enquanto os atomos mais suscetiveis ao ataque eletrofilico sdo C3, C6, C8b,
C9, Cl e N para o derivado CCB1; C3, C6, C8b, C9, O1, O2 e N para o derivado CCB2 ¢
CCB3; C3, C6, C8b, C9, C10, O1, O2 e N para o derivado CCB4. Os resultados indicam que
0s atomos mais suscetiveis ao ataque nucleofilico sao C1, C2, C4, C4a, C4b, C5, C7,C8 ¢ C8a
para o derivado CCBI1; C1, C2, C4, C4a, C4b, C5, C7, C8 e Cl para os isomeros CCB2 ¢
CCB3; e Cl1, C2, C4, C4a, C4b, C5, C7, C8 e C8a para o derivado CCB4. Enquanto isso, os
atomos mais suscetiveis ao ataque eletrofilico sao C3, C6, C8b, C9, Cl e N para o derivado
CCB1; C3, C6, C8b, C9, O1, 02 e N para os derivados CCB2 ¢ CCB3; e C3, C6, C8b, C9,
C10, O1, O2 e N para o derivado CCBA4.

Figura 4 — Valores do descritor multifilico para cada atomo do derivado CCBI1
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Figura 5 — Valores do descritor multifilico para cada 4tomo do derivado CCB2
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Figura 6 — Valores do descritor multifilico para cada atomo do derivado CCB3
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CHLOROFORM — DMSO == METHANOL == WATER

=
o

=
(=Y
2 g 01 g 5 2

=
=
1

&
—
T R

s
N
1

MULTIPHILIC DESCRIPTOR A®w) VALUES

=
i

| | | | | 1 | || | | | | | | | | | | | | | | 1 1 | | | | | | 1 | | | | |
QN%Q@C\QWC‘%O&&&Q&QQ%W é-o‘:o‘bdod\&&‘bbéb& oo\oqé\&@ow‘b&

ATOMS

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 7 — Valores do descritor multifilico para cada 4&tomo do derivado CCB4
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5.1.4 Potencial eletrostdtico molecular
O potencial eletrostdtico molecular (MEP) ¢ uma ferramenta essencial para

compreender a distribui¢do da densidade eletronica em moléculas de interesse e como essas



35

distribuicdes podem afetar as interagdes intermoleculares. As superficies MEP para as
clorocarbazomicinas, calculadas no nivel de teoria B3LYP/6-31++G(d,p), sdo mostradas na
Figura 8 para os solventes cloroférmio, DMSO e metanol, ¢ na Figura 4 para a dgua. As
superficies MEP exibem gradientes de cores que vao do azul (baixa densidade eletronica),
passando pelo verde (zona neutra), até o amarelo, laranja e vermelho (alta densidade eletronica).
O derivado CCBI1 exibe regides de cor vermelha intensa sobre os atomos de oxigénio e cloro,
devido a alta eletronegatividade desses atomos, e cor azul sobre os atomos de hidrogénio, com
a maior intensidade observada para H3. O esqueleto de carbono ¢ representado por uma regiao
verde, e a presenca de grupos de retirada de elétrons por meio de efeitos indutivos no anel A
reduz a densidade eletronica nessa regido, exibindo uma superficie amarela, enquanto o anel C
mostra uma superficie vermelho-amarelada. Os isomeros CCB2 ¢ CCB3 apresentam uma
distribuicdo eletronica semelhante a do derivado CCB1, diferindo apenas no comportamento
do O2. Para o CCB2, o O2 apresenta uma regido de alta densidade eletronica, exibindo
coloracdo vermelha intensa, enquanto no derivado CCB3, o atomo O2 apresenta densidade
eletronica mais baixa com coloracdo amarela clara. Essa discrepancia pode ser atribuida a
ligacdo de hidrogénio entre O2 e H3 no CCB3. Para o derivado CCB4, sdo observadas
diferengas menores na distribui¢do da densidade eletronica, com coloragdes menos intensas em
regides de alta e baixa densidade eletronica em comparagdo com os outros derivados. Ao
analisar diferentes ambientes, a constante dielétrica afeta a distribui¢ao da densidade eletronica.
Assim, uma constante dielétrica mais alta leva a uma maior separacdo de cargas parciais € a
diferencgas maiores na distribui¢ao da densidade eletronica nas moléculas analisadas.
Figura 8 — Potencial Eletrostatico Molecular calculado em agua para as clocarbazomicinas

CCB1-4

CCB1 cCcB2 CCB3 cCB4

-0.038 I g - T ).038

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2 Triagem de predic¢io do alvo
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A abordagem de triagem virtual baseada em ligante (ligand-based virtual
screening) foi aplicada para predi¢ao do alvo bioldgico de ligacdo (DA ROCHA et al., 2024),
e os resultados podem ser visualizados no grafico da Figura 9. O teste de predigao de alvo aqui
utilizado ¢ impulsionado por um modelo de aprendizagem de maquina que consiste na
similaridade estrutural dos compostos de entrada com bioativos conhecidos depositados na base
de dados da ChEMBL (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2019).

Os resultados mostraram que os quatro derivados CCB1-3 mostraram uma
distribuicao relativa de, pelo menos, 33,3% de sua bioatividade como moduladores de
receptores acoplados a proteina G (GPCR), com destaque para o derivado CCB3, com uma
distribuigdo relativa de 40% de sua bioatividade em relacdo a esta classe de receptores (Figura
9). Outras atividades incluem a inibicdo de enzimas e ligagdo com canais de transporte i6nico,
com aproximadamente 20% para estes andlogos (Figura 9).

Nesta predigcdo, foi possivel observar que os derivados CCB1-4 mostraram
similaridade estrutural com uma série de moduladores de GPCRs especificas. Os resultados
sugerem que os compostos CCB1 e CCB4 apresentam similaridade estrutural com pelo menos
100 compostos moduladores de receptores de adenosina Al (AiR), incluindo bases
nitrogenadas e compostos heterociclicos aminados, ¢ mais de 50 compostos moduladores do
receptor de monoamina oxidase A (Tabela 2). Ja os derivados CCB2 ¢ CCB3 apresentaram
similaridade com pelo menos 17 moduladores de receptores AIR, incluindo compostos
heterociclicos aminados (Tabela 2). Estes resultados sugerem que os derivados de CCB1-4
podem atuar como moduladores de A1R no sistema nervoso central (SNC).

Tabela 2 — Similaridade 2D com compostos moduladores de GPCRs a partir da triagem

virtual baseada em ligantes.

Alvos/GPCR CCB1 CCB2 CCB3 CCB4
Receptor de Adenosina Al 106 17 19 183
Receptor GABAA 2 2 1 4
Receptor Monoamina oxidase A 53 9 10 82
Receptor Opioide k 6 5 3 -
Receptor Opioide p - 8 5 16

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 9 — Distribui¢ao relativa da bioatividade dos derivados CCB1-4 por classes de alvos

bioldgicos
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5.3 Simulacées de Docking Molecular com o receptor AiR

Neste estudo, o efeito anti-parkinson dos derivados CCB1-4 foi avaliado via
simulacdes de docking molecular, tendo como alvo o receptor A1R, identificado pela triagem
virtual baseada em ligante (Tabela 2). Ao fim do ciclo de 50 simula¢des independentes de 20
poses cada, para cada um dos andlogos CCB, foi possivel observar que os compostos se ligam
ao sitio ativo do receptor com uma ordem de energia de afinidade (Ea) inferior a -8,0 kcal/mol,
indicando que os compostos apresentam uma Otima especificidade pelo sitio de ligacdo do
dominio da membrana do receptor AIR (Figure 10A), além de mostrarem maior afinidade pelo
receptor quando comparado ao ligante enddgeno adenosina (ADN) (SHITYAKOV;
FOERSTER, 2014). As simulacdes, com as best-poses selecionas, performaram dentro de um
limiar estatistico formado por RMSD inferior a 2.0 A, indicando um baixo desvio quadratico
médio (YUSUF et al., 2008), onde os derivados de CCB se complexou no mesmo sitio de
ligacdo da ADN, localizado no dominio transmembranar (Figura 10B).

Dentro das analises de reconhecimento molecular, foi possivel observar que as
interacdes entre o ligante endogeno ADN e o receptor de AIR sdo essencialmente baseadas em
interagdes de hidrogénio, onde a base nitrogenada e o grupo amina primario (-NH) interagem

com a por¢ao polar da cadeia lateral dos residuos de Glul72 e Asn254, enquanto a subestrutura
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de pentose interagiu com a por¢do polar dos residuos de Asnl84 e His278 (Figura 10C)
(DRAPER-JOYCE et al., 2021). E valido notar que os derivados CCB1-4 mostraram interacdes
especificas em comum com a ADN em relacao aos residuos de aminoacido do sitio ativo do
AI1R, incluindo interagdes de hidrogénio com o residuo de Glul72, destacando que a natureza
aromatica dos compostos favoreceu a formagdo de intera¢des de z-stacking com a por¢ao

aromatica do residuo de Phel71 (Figura 10D).

Figura 10 — (A) Energia de afinidade (EA) obtida ao fim das simulagdes de docking
molecular, (B) encaixe dos derivados CCB1-4 relagcdo a ADN no receptor A1R, e detalhes das
interagdes ligante-receptor da (C) ADN e dos (D) derivados CCB1-4

(A) ccB4
£ca3 Interagdes (rotulo):
ccB2 we= Hidrofébica
ceB e Hidrogénio
=== [T-stacking
ADN
-10 8 6 -4 2 0
E, (kcal/mol)
(B) (C) Asn184
Dominio da
membrana

His278

Receptor
Adenosina A1

Fonte: Elaborado pelo autor

A partir da andlise das contribui¢des estruturais foi possivel observar os tipos de
interagdes que os derivados de CCB1-4 formaram com os residuos do sitio de ligagao do AiR.

Para os derivados CCB1-3, ¢ valido observar que o sistema aromatico que envolve o anel
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heteroaromatico contendo amina (-NH) e o benzeno cloro-substituido contribuiu para a
formacgdo de interacdes de m-stacking com a por¢ao aromatica do residuo de Phel71 (Figura
11), com distancia relativa que varia entre 3.8-3.9 A entre os anéis aromaticos dos ligantes e o
anel aromatico do residuo (Tabela 3) (PERSCH; DUMELE; DIEDERICH, 2015). E curioso
notar que, nos derivados CCB1 e CCB3, o empilhamento paralelo entre os sistemas aromaticos
cloro-substituidos e o residuo de Phel71 favoreceu a formagao de interagdes de hidrogénio
entre o grupo amina (-NH) dos ligantes com o grupo carboxilato (-COQO") do residuo de Glul72,
enquanto a interagao de zm-stacking do residuo de Phel71 com o grupo heteroaromatico
aumentou a prevaléncia de intera¢des hidrofobicas nos compostos CCB2 ¢ CCB4 (Figura 11).
Ainda, foi possivel observar que o ligante CCB3 apresenta um grupo hidroxila
substituido (-OH) no anel benzeno fundido ao anel heteroaromético que atua como um doador
de hidrogénio para a carbonila da cadeia lateral polar do residuo de Glul72 (R-OH:--O=C-
Glul72) (PERSCH; DUMELE; DIEDERICH, 2015), com distancia doador-aceitador na ordem
de 2.09 A, indicando que o composto pode se ligar mais fortemente a proteina quando
comparado aos demais anadlogos (IMBERTY et al., 1991).
Figura 11 — Contribuigdes estruturais nas intera¢des ligante-receptor entre os derivados (A)
CCBI1, (B) CCB2, (C) CCB3 e (D) CCB4 ¢ os residuos de aminoacido do sitio ativo do
receptor A|R
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Tabela 3 — Dados das simulagdes de docking molecular, expressos em RMSD e energia de

afinidade (E£a) e detalhes das interacdes ligante-receptor expressos em tipo, residuo e distancia

Ligante RMSD Ex Interacdes ligante-receptor
Tipo Residuo Distancia
CCB1 1,641 A -8,263 kcal/mol Hidrofobica Ile69 3,43
Asn70 3,55
Phel71 3,67
Leu250 3,94
Ile274 3,49
Hidrogénio Glul72 2,38
n-stacking Phel71 3,94
CCB2 1,601 A -8,5 kcal/mol Hidrofdbica Val87 3,42
Leu88 3,92
Phel71 3,52
Phel71 3,98
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Leu250 3,72

[le274 3,48

n-stacking Phel71 4,09

Phel71 3,81

CCB3 1,591 A -8,642 kcal/mol Hidrofébica 11e69 3,54
Asn70 3,69

Phel71 3,55

1le274 3,49

Hidrogénio Glul72 2,09

Glul72 2,27

n-stacking Phel71 3,85

CCB4 1,518 A -8,584 kcal/mol Hidrofobica 11e69 3,64
Val87 3,60

Phel71 3,62

Leu250 3,74

1le274 3,72

n-stacking Phel71 3,90

Phel71 3,85

ADN 1,098 A -5,526 kcal/mol Hidrogénio Glul72 2,41
Asnl84 3,02

Asn254 1,96

Asn254 2,11

His278 2,74

Fonte: Elaborado pelo autor

5.4 Simulac¢oes de dinAmica molecular

5.4.1 Analises das variacoes de RMSD

Apo6s as simulagdes de DM, foram avaliados todos os valores conformacionais
propostos para cada sistema simulado, sendo observadas as possiveis variacdes para cada
sistema pela variacdo de RMSD (Figura 12), onde o receptor AiR foi simulado inicialmente
sem a presenca de qualquer ligante em seus sitios (Figura 12A), para assim avaliar como o
receptor ira se comportar. Na Figura 12B ¢ apresentadas todas as variagdes realizadas entre o
receptor e o inibidor ADN, enquanto na Figura 12C ¢ possivel observar os valores de RMSD

para o complexo formado entre o ligante CCB3 com o receptor AjR. As simulagdes foram
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realizadas em triplicata (trés corridas), representadas pelas linhas preta (run 1), vermelha (run
2) e verde (run 3).

Ao tratar das variagdes de RMSD do receptor, presente na Figura 12A, € possivel
observar que o sistema apresentou variagdes significativas logo no inicio da simulagao,
referente as trés simulacdes, com variacdes de 1,6 A em 5 ns para a primeira corrida. J4 a
segunda corrida, a variagio conformacional foi igual a 2,4 A, enquanto a terceira simulagio
apresentou valores proximos de 3.6 A. A primeira e segunda simulagio apresentaram valores
coesos a partir 15 ns, com resultados proximos a 2,5 A, e mantiveram-se relativamente coesos
até 150 ns, com variagdes conformacionais em torno de 3,0 A. Por outro lado, ao tratar da
terceira simulagdo, foi observado que o sistema atingiu um apice de variagao com valores de
RMSD em torno de 4,5 A e, em seguida, apresentou menores desvios, atingindo ao final da
simulagio o valor igual a 3,1 A.

As simulagdes de DM realizadas com o receptor AiR na presenca do ligante
endégeno ADN apresentaram dois comportamentos distintos nas corridas avaliadas. Na
primeira e terceira corridas, observou-se estabilizagdo e coesdo com desvios de 3,0 A em 22 ns,
alcancando variagdes conformacionais de 3,5 A em 75 ns para a primeira corrida e 4,0 A para
a terceira. Ambas estabilizaram em 2,8 A até 150 ns. J4 a segunda corrida apresentou menores
variagdes, com 1,5 A em 3 ns, mantendo-se constante até 100 ns e subindo para 2,1 A até 150
ns. Em relagao ao RMSD do ligante, ocorreram quatro momentos de instabilidade: entre 1 ns e
261s (0,7A),40ns e 51 ns (0,6 A), 71 nse 81 ns (0,8 A),e 115nsa 130 ns (0,7 A). Apos esse
ponto, o sistema estabilizou com RMSD de 0,5 A até o final da simulagdo em 150 ns.

No sistema formado pelo complexo CCB3-AiR (Figura 12C), as duas primeiras
corridas apresentaram valores de RMSD similares, em torno de 2,5 A até 110 ns. A partir desse
ponto, a primeira corrida permaneceu estavel com variagdes de 2,8 A até o final da simulagio,
enquanto a segunda corrida apresentou picos de até 3,0 A em 150 ns. A terceira corrida teve
inicialmente variacdes de 1,6 A até 50 ns, seguidas por um aumento para 3,6 A em 55 ns,
mantendo-se estavel até 150 ns. Quanto ao ligante CCB3, ele apresentou variagdes minimas
durante toda a simulagio, com valores constantes de 0,35 A.

Figura 12 — Variagdes de RMSD (A) Sistema formado com a presenca do receptor AR, (B)
variagOes conformacionais com o inibidor cocristalizado e (C) Valores de RMSD para o

sistema formado com o ligante CCB3
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Os valores de Variagdes observados na Figura 12A apontam que o receptor AiR
demonstrou valores que ressaltam potencias instabilidades associados principalmente a terceira
corrida, j& a primeira e segunda foi demonstrado bons valores de iniciais, mas ao se aproximar
do final da simulagdo a similaridade observada entre primeira ¢ a segunda corrida foram
desfeitas, apontando que o sistema demonstrou indices de instabilidades pelas suas variagdes
de RMSD e possiveis variagdes crescentes nas variagdes divergentes de RMSD (DURAN et al.,
2021).
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Em avalicdo do sistema formado com o inibidor caracterizada pela presenca do
complexo ADN-AR, foi destacado que o sistema apresentou bons indices de estabilidades,
observado principalmente na segunda corrida, outro ponto favoravel esta relacionada a presenca
de coesdo entre a primeira e a segunda corrida, quando € avaliada as variacdes conformacionais
do proprio inibidor (azul), foi observado que ocorreu baixas variagdes conformacionais, mas
apresentando pequenas variagdes estruturais, mas ao final dos estudos de predi¢do o ligante
apresentou bons resultados que remetem a estabilidade com valores em torno de 0,5 A até 150
ns, demonstrando a presenca do potencial de inibi¢ao ocasionado, pela participagdo do inibidor
ADN e sua majoritaria coesdo entre as variagdes de RMSD (GUTERRES; IM, 2020).

Ao analisar os resultados expresso pela a presenga do composto CCB3 em
complexo direto com o receptor AR é observado que o sistema apresentou indices de
estabilidade bastante associado pela primeira e a segunda corrida, demonstrando baixos valores
de RMSD, mas ao observar as variagdes unicas referente ao ligante é apresentado que o
composto, apresentou baixas variacdes de RMSD e excelente coesdo e continuidade até atingir
150 ns, apontando que o ligante apresentou um favorecimento na especificidade em relagdo a
cavidade em que estd inserido, podendo ser um ponto determinante, que ressalta o potencial de
inibi¢do associado diretamente ao composto CCB3, em formagao de complexo com o receptor
AR (GUTERRES; IM, 2020; PEREIRA et al., 2024).

5.4.2 Variagoes das flutuacoes por RMSF

As variagdes de RMSF estdo associadas diretamente ao potencial de rigidez ou
flexibilidade que alguns residuos de aminoécidos presentes nos receptores alvos, apontando
assim possiveis deformagdes em aminoacidos por uma analise entre o estado inicial e final da
simulacdo de DM. As flutuagdes observadas na Figura 13 foram dividas em trés sistemas
diferente sendo o primeiro o receptor AR sem a presenca de ligante (preto), o segundo € o
complexo formado entre o receptor AjR com a presenca do inibidor co-cristalizado ADN
(vermelho) e a terceira variagdo de RMSEF, esta relacionado ao complexo CCB3-A R (verde).

As flutuacoes dos residuos de aminoacidos entre os sistemas demonstraram uma
grande similaridade, indicando isonomia na flexibilidade da maioria dos residuos. No entanto,
alguns residuos exibiram varia¢des distintas. Por exemplo, o residuo Gly145 apresentou
flutuacdes de 1,0 A no sistema AIR, 2,3 A no complexo ADN-AIR, e 1,6 A no complexo
CCB3-AlR. Esse padrao de divergéncia manteve-se até o residuo Alal58, que mostrou
variagdes de 2,1 A, 2,6 A e 2,5 A, respectivamente, nos trés sistemas. Outro ponto de

divergéncia foi observado no residuo 213, cujas flutuagdes foram de 3,8 A no A1R, 3,0 A no
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ADN-AIR, e 5,1 A no CCB3-AIR, sugerindo diferencas significativas na flexibilidade local.
Além disso, o residuo Lys228 apresentou flutuagdes de 2,2 A no sistema A1R, 2,0 A no ADN-
AIR, e 3,2 A no complexo CCB3-A1R, refor¢ando a heterogeneidade nos comportamentos dos
sistemas. Por fim, uma flutuacao acentuada foi observada no residuo Leu240, especificamente
no complexo CCB3-AIR (1,8 A), enquanto os sistemas AIR e ADN-AIR exibiram
deformagdes menores, em torno de 0,7 A, destacando uma flexibilidade diferenciada nessa
regiao.
Figura 13 — Flutuagdes de residuos de aminoacidos do receptor alvo (linha preta) o receptor
AR sem a presenga de ligante, (linha vermelho) sistema formado com a presenga do

complexo ADN-A|R e (linha verde) flutuagcdes do complexo CCB3-A1R
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Fonte: Elaborado pelo autor

As variagoes de RMSF demonstram que o sistema formado apenas com receptor
alvo apontou em alguns momentos menores deformacdes em seus residuos de aminoacidos,
mas ao comparar diretamente com a variagdes de flutuacdo do complexo ADN-AR, ¢
observado que este sistema apresentou menores deformagdes de maneira geral, apresentando
menores flutuagdes no decorrer dos residuos de aminoacido, mas, ao observar as deformacoes
expressas pelo complexo CCB3-AR, ¢ apresentado que houve a presenga de deformagdes
similares quando comparados com o complexo formado com o inibidor, corroborando com
potencial estabilidade e o potencial de inibicao do receptor AR (DA FONSECA et al., 2024).
5.4.3 Analises de ocupacao de H-Bond
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As ligagdes de hidrogénio formadas a partir da relagdo entre receptor AiR e os
ligantes ADN e CCB3 sdo apresentadas na Figura 14, onde sdo apontadas as ocupagdes das
ligagdes de hidrogénio formadas no decorrer das simulagdes de DM no intervalo de 150 ns,
sendo considerados valores de percentuais significativos quando superiores a 5,0% (DE
OLIVEIRA et al., 2024).

Ao analisar os valores de ocupagdo das ligacdes de hidrogénio formadas entre o
agonista endogeno ADN e os residuos do seu sitio de ligagao (Figura 14A), destacam-se os
residuos de Tyr271 (9,04%), Ala66 (20,53%), Thr277 (8,95%), 1le274 (15,34%), Val87
(12,44%), Thro1 (20,83%), His251 (14,94%), Leu250 (17,68%), Glul72 (14,49%), His278
(62,08%) e Asn254 (24,82%). Nesta relagdo, ¢ valido destacar que os residuos de Thr277,
Ile274, Val87, Thr91, Leu250, Glul72, His278 e Asn254, constituem o sitio ativo do receptor
AiR. Por outro lado, o complexo formado entre o ligante CCB3 e o receptor AIR (Figura 14B)
apresentou ocupagdo de ligagdes de hidrogénio com os residuos de Trp257 (9,59%), His251
(12,99%), Asn254 (21,33%), His278 (6,15%), Leu250 (28,43%), Val87 (5,15%) e Glul72
(13,09%). Nesta relacdo, apenas o residuo de His251 ndo esta listado entre os residuos do sitio
ativo do receptor AR, indicando que o composto CCB3 forma uma série de interagdes de
hidrogénio que envolvem a por¢ado polar destes residuos de aminoécido.

Figura 14 — Ocupacao das ligagdes de hidrogénio, (A) Ligac¢des de hidrogénio formadas com
o composto ADN e AR, (B) percentual das ligagdes de hidrogénio existentes entre o

composto CCB3 e o receptor AiR
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Através das analises das ocupagdes das ligagdes de hidrogénio € possivel relatar

que o inibidor co-cristalizado ADN presente no sitio de inibi¢do exerce diversas ligacoes de

hidrogénio diretamente com residuos do sitio ativo, apresentando projecdes favoraveis de para

a formacdo da ligacdo vantajosas para o potencial de interagdo, e consequentemente elevando

o potencial de inibi¢do associado diretamente a relagio entre ligante e receptor alvo (ALI et al.,
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2023). A partir das andlises das ligagdes de hidrogénio observadas pela ocupagdo, ¢ possivel
destacar que o compostos CCB3, apresentou a formacgao das ligagcdes de hidrogénio com seis
residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo do receptor alvo apontando um elevado
percentual de ligacdo que chegou até 28,43% atreves da interagdo com o residuo Leu250, todas
as ligagdes apontam que possivelmente composto apresentou estabilidade no sitio de inibigao
demonstrando um elevado potencial frente a inibigdo da atividade bioldgica do alvo AR
(ALAMRI et al., 2020; BITENCOURT-FERREIRA; VEIT-ACOSTA; DE AZEVEDO, 2019).
5.4.4 Cdlculos de energia livre por MM/GBSA

As simulagdes de DM apresentaram o comportamento de estabilidade associado
pela interagdo exercida entre ligante e o receptor alvo, desta forma ¢ apresentada na Tabela 4,
todos os valores calculados por MM/GBSA dos sistemas formados com a presenca dos
complexos ADN-A R e CCB3-A|R, os valores de energia livre para cada complexo foi igual a
-23,32 + 4,42 kcal/mol (ADN-AR) e -25,93 + 4,13 kcal/mol (CCB3-AR).

Tabela 4 — Valores referente ao MM/GBSA, para os sistemas ADN-A|R e CCB3-A1R

Complexo Eviw | Eele Gas Gsa -TAS | AGvind
ADN-AR -29,76 | -36,01 | 41,86 |-4,68 |527 |-23,32+4,42
CCB3-AR -29,88 | -35,89 | 40,20 |-5,54 |5,18 |-2593+4,13

Fonte: Elaborado pelo autor

A Tabela 4 mostra todos os valores associados ao calculo de MM/GBSA, onde é
destacado todas as contribui¢des exercidas em cada sistema, ressaltando que o complexo ADN-
AR apresentou um valor de energia livre de ligagdo igual a -23,32 kcal/mol, onde foram
acentuadas trés contribuicdes favoraveis a favor da energia livre, responsavel pelos termos Evaw
(-29,76 kcal/mol), Eee (-36,01 kcal/mol) e Gsa (-4,68 kcal/mol). No entanto, ao tratar das
contribuicdes desfavoraveis relacionadas a energia livre, sdo apontados os termos Ggg (41,86
kcal/mol) e -TAS (5,27 kcal/mol). Ao avaliar o comportamento energético ¢ possivel apontar
que ocorreram a prevaléncia de trés termos determinantes para a energia livre distribuidos pelos
termos Evaw, Ecle € Gag, a relacdo ligante e receptor resultou em um excelente valor de energia
livre, corroborando com a afinidade do complexo (MENA-ULECIA et al., 2014). As
simulagdes de DM expulsaram os valores de MM/GBSA para o complexo CCB3-A R, onde ¢
possivel destacar que o seu valor de energia livre foi igual a -25,93 kcal/mol, devidamente
relacionada aos termos calculados, onde foi possivel destacar trés contribuigdes favoraveis para

a energia livre, representadas pelos termos Evaw (-29,88 kcal/mol), Eeie (-35,89 kcal/mol) e Gsa
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(-5,54 kcal/mol). J& para os termos desfavoraveis, € possivel destacar a participa¢do dos termos
Gag (40,20 kcal/mol) e -TAS (5,18 kcal/mol). Estes resultados sugerem que grande parte das
contribui¢des determinantes para o potencial de energia livre ficou a cargo dos termos Evaw,
Eele € Gos (MENA-ULECIA et al., 2014; SINGH et al., 2024).

Pelos resultados apresentados € possivel ressaltar que em decorréncia dos valores
de energia livre, ambos os complexos apresentaram excelentes valores de energia livre. Mas
quando comparado os dois sistemas, ¢ valido ressaltar que o complexo CCB3-A1R, apresentou
uma melhor ordem de energia livre em relacao ao ligante endégeno ADN, demonstrando assim,
um elevado potencial de estabilidade e afinidade, observada pelas simula¢des de DM.

5.4.5 Visualizacgdo dos sistemas por DM

Referente as analises das variagdes estruturais dos sistemas analisados, € possivel
destacar todas as mudangas ocorridas em alguns frames especificos das simula¢des, referente
aos sistemas formados do receptor AiR, e os complexos envolvendo os sistemas ADN-AR e
CCB3-AR (Figura 15), demonstrando assim, como cada sistema se composta com a
possibilidade da inser¢do ou ndo de um ligante em suas coordenadas. Nestas andlises foram
avaliadas as mudangas estruturais em todos os sistemas simulados, especificamente nos
intervalos de tempo em 0 ns (conformagdo inicial), em 50 ns, 100 ns e por fim 150 ns
(conformacao final), apontando como cada um dos sistemas se comportou no decorrer das
simulac¢des de DM.

Figura 15 — Visualizagdo das variagdes dos sistemas por DM: (A) sistema formado com a

presenca do receptor AR, (B) sistema para o complexo ADN-A|R, (C) complexo CCB3-AiR
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Fonte: Elaborado pelo autor

Ao tratar da visualizacdo expressa pelos calculos de predicdo por DM ¢ possivel
destacar que o sistema formado com apenas o receptor AR, inserido na Figura 15A, apresentou
de maneira geral, pequenas variagdes em seus residuos de aminoacidos, ressaltado entre 0 ns
até 150 ns, mas ao observar as variagdes em regides distintas do receptor € possivel ressaltar a
presenca e a movimentacao de uma alca (verde), que apresenta picos de instabilidades logo em
50 ns caracterizada por uma deformacao em seus residuos que se distancia dos demais residuos
de aminoacidos, permanecendo praticamente inalterado em 100 ns até o final da simulagao,
demonstrando a presenga de uma regido no receptor que exerce momentos de instabilidade.

Quando as simulag¢des ocorreram com a presenga do ligante co-cristalizado ADN
(azul), Figura 15B, ¢ ressaltado inicialmente que o ligante apresentou excelentes indices de
estabilidade dentro da cavidade onde esta inserido, apresentando baixa variacao estrutural no
sistema. Ao estimar as mudangas ocorridas no receptor, onde o ADN esta inserido, destaca-se
que a alca (verde), que sofreu deformagdes estruturais quando o receptor estava sozinho,
apresentou maior estabilidade desde o inicio da simulacdo até 150 ns, demonstrando que,
possivelmente, a presenca do nucleosideo elevou a estabilidade do receptor AR, sugerindo um
aumento no potencial de inibigdo com a presenga da ADN. Ao tratar do complexo CCB3-A R,
Figura 15C, observa-se que o composto CCB3 (azul) apresentou excelente estabilidade no

sistema, com baixas variagdes estruturais ao longo de 150 ns, ressaltando a eleva¢do em sua
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afinidade. Em relagdo a analise das modificagdes estruturais do receptor, a algca (verde)
apresentou poucas mudancas durante a simulacdo, demonstrando que os residuos de
aminoacidos sofreram poucas deformagdes, evidenciando pontos de estabilidade que se
correlacionam diretamente com o potencial de inibicdo do receptor AR pela interagdao com o

ligante CCB3 (DE OLIVEIRA et al., 2024).

6 CONCLUSAO

Os descritores de reatividade quimica indicaram que o CCB2 ¢ mais suscetivel a
doagao de elétrons, enquanto o CCB4 demonstra maior capacidade de acomodar carga negativa
extra, sugerindo comportamentos reativos distintos entre os compostos em meio aquoso. A
andlise das energias orbitais moleculares HOMO e LUMO revelou que a reatividade das
clorocarbazomicinas permanece estavel em diferentes solventes, com variagdes minimas que
ndo afetam significativamente os orbitais de fronteira eletronica, indicando consisténcia na
natureza eletronica do CCB1-4. Assim, a reatividade quimica das clorocarbazomicinas ndo ¢
fortemente alterada pela presenca dos ambientes simulados. As simula¢des de docking
molecular mostraram que o derivado CCB3 apresenta uma maior afinidade pelo sitio de ligacao
da agonista endogeno ADN no receptor A1R. Corroborando a isso, as simula¢des de dindmica
molecular mostraram que a presenca do CCB3 resultou em uma maior estabilidade estrutural
da proteina AIR mostrando uma energia livre de ligacdo na ordem de -25,93 kcal/mol,
corroborando diretamente com o potencial de afinidade do ligante pelo receptor AiR. Estes
resultados sugerem que o CCB3 pode atuar como antagonista da ADN em receptores AR,
seguindo uma proposta de interacdo com o alvo de forma semelhante a outros antagonistas da

ADN no tratamento da DP.
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ANEXO B - Orbitais moleculares HOMO e LUMO nos demais solventes para CCB1

(a) (b) (c)
Eiumo =—1.292 eV Eiumo =— 1.344 eV ELumo =— 1.341 eV
] o )
@ @ @
% 1 % @
»p ¥ T ¥ T W

Eop=4.287 eV Ecap=4.282 eV Egpp = 4.285 eV

Eomo == 5.579 eV Eomo =— 5.626 eV Eomo =— 5.626 eV

Fonte: Elaborado pelo autor
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ANEXO C - Orbitais moleculares HOMO e LUMO nos demais solventes para CCB2
(a) (b) (c)

ELumo =—1.343 eV ELumo =— 1.397 eV ELumo=—1.394 eV

. b

e

>4

Egup=4.045 eV Ecap = 4.046 eV Egup = 4.046 eV

Eomo =— 5.388 eV Euomo == 5.443 eV Ejomo =— 5.440 eV

Fonte: Elaborado pelo autor
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ANEXO D - Orbitais moleculares HOMO e LUMO nos demais solventes para CCB3
() (b) (©)

E umo="1.230eV Eiumo=—1.288 eV E ymo =—1.284 eV

D

Enomo =~ 5.465 eV Euomo == 5.522 eV E,omo=—5.519 eV

Fonte: Elaborado pelo autor
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ANEXO E - Orbitais moleculares HOMO e LUMO nos demais solventes para CCB4

(a) (b) ()

Evumo == 1.385 eV Eumo =— 1.448 eV ELumo =— 1.444 eV

-]

@

Eomo =— 5.639 eV Enomo =— 5.699 eV Enomo =— 5.696 eV

Fonte: Elaborado pelo autor



ANEXO F — MEP nos demais solventes para os derivados CCB1 e CCB2
CLOROFORMIO DMSO METANOL

CCB1

CcCB2

-0.035 I e I 038

Fonte: Elaborado pelo autor
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ANEXO G — MEP nos demais solventes para os derivados CCB3 e CCB4
CLOROFORMIO DMSO METANOL

CCB3

CcCB4

-0.038 I I IS ).038
Fonte: Elaborado pelo autor



