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RESUMO

O melanoma corresponde a 3% dos diagnosticos de neoplasia, entretanto,
apresenta alta mortalidade, devido sua rapida evolugdo. Caracteriza-se pelo
crescimento desordenado de melandcitos e, dentre os seus fatores de risco
estdo a exposi¢des a raios UV ou predisposicdo genética. O tratamento consiste
basicamente na remocéo do tumor e quimioterapia. Assim, a busca por novas
terapias com menos efeitos adversos e que apresentem maior tempo de
sobrevida de pacientes é constante. O lapachol, uma naftoquinona isolada
primeiramente da serragem do Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae), juntamente
com seus derivados, apresenta atividade contra diversas linhagens de cancer, e
tem sido alvo de muitos estudos nesse campo. Métodos computacionais
permitem estudar a melhoria de estruturas quimicas candidatas a farmacos de
forma mais &gil, poupando recursos na selecdo de moléculas que serdo
sintetizadas e testadas, além de aumentar as chances de sucesso do estudo.
Nesse contexto, esta pesquisa objetivou avaliar derivados da B-lapachona,
obtida a partir do lapachol, como agentes antimelanoma, por meio de analises in
silico e in vitro. Os derivados foram planejados com base na literatura e
submetidos a andlise de ancoragem molecular (docking), predicbes
farmacocinéticas e toxicologicas in silico, sintese, caracterizacdo estrutural e
andlise de citotoxicidade. Foram avaliados 137 derivados por docking frente as
enzimas Metaloproteinases de Matriz-2 e -9; BRAFV6%E, Destes, oito foram
selecionados e sintetizados a partir de 2,52 g de lapachol extraido da serragem
do Ipé-roxo. Os derivados foram purificados por cromatografia de coluna e sua
estrutura quimica confirmada por RMN de 'H (CDCls; 500 MHz). Entdo sua
citotoxicidade foi avaliada inicialmente pelo teste de Artemia salina e,
posteriormente, contra fibroblastos humanos MRC-5. Dos derivados sintetizados
com rendimentos que variaram de 24% (11) a 88% (7), sete sdo inéditos na
literatura. Os resultados do docking sugerem que essas moléculas podem ser
potenciais inibidores de alvos moleculares de tumores malignos, devido a
afinidade de ligagdo pelas proteinas selecionadas. No teste contra A. salina, os
derivados 3 e 8 apresentaram CLso de 67,36 e 314,86 pg/mL. respectivamente,
e os demais ndo apresentaram toxidade significativa. Por outro lado, no teste
contra células MRC-5, todos os derivados reduziram a viabilidade celular abaixo
de 20 % apos 48 horas na concentracdo de 100 uM, e os derivados 5, 7, 8 e 11
apresentaram ICso de 48,54, 46,96, 45,65 e 55,24 uM, respectivamente, apds 72
horas. Os resultados observados indicam as substancias desenvolvidas neste
trabalho como candidatas promissoras a futuras investigagcdes com analises
mais especificas sobre seu potencial antimelanoma, em especial a molécula 8,
devido a apresentar menor valor de ICso para células normais de MRC-5 e maior
letalidade para Artemia salina. Outra perspectiva futura pode estar associada a
escolha de formulagdes que melhorem suas caracteristicas de solubilidade, para
aumentar sua biodisponibilidade.

Palavras-chave: Tabebuia avellanedae, 3-lapachona, docking, melanoma.



ABSTRACT

Melanoma accounts for 3% of cancer diagnoses, however, it has a high mortality
rate due to its rapid evolution. It is characterized by the disordered growth of
melanocytes and among its risk factors are exposure to UV rays or genetic
predisposition. Treatment basically consists of tumor removal and chemotherapy.
Thus, the search for new therapies with fewer adverse effects and with longer
patient survival is constant. Lapachol, a naphthoquinone first isolated from
sawdust of Ipé-roxo (Tabebuia avellanedae), together with its derivatives, has
activity against several cancer strains, and has been the subject of many studies
in this field. Computational methods make it possible to study the improvement
of chemical structures that are candidates for drugs in a more agile way, saving
resources in the selection of molecules that will be synthesized and tested, in
addition to increasing the chances of success of the study. In this context, this
research aimed to evaluate B-lapachone derivatives, obtained from lapachol, as
antimelanoma agents, through in silico and in vitro analyses The derivatives were
designed based on the literature and subjected to molecular docking analysis, in
silico pharmacokinetic and toxicological predictions, synthesis, structural
characterization and cytotoxicity analysis. A total of 137 derivatives were
evaluated by docking against the enzymes Metalloproteinases of Matrix-2 and -
9; BRAFVG600E. Of these, eight were selected and synthesized from 2.52 g of
lapachol extracted from Ipé-roxo sawdust. The derivatives were purified by
column chromatography and their chemical structure confirmed by 1H NMR
(CDCI3; 500 MHz). Then its cytotoxicity was evaluated initially by the Artemia
salina test and, later, against MRC-5 human fibroblasts. Of the derivatives
synthesized with vyields ranging from 24% (11) to 88% (7), seven are
unprecedented in the literature. The docking results suggest that these molecules
may be potential inhibitors of molecular targets of malignant tumors, due to the
binding affinity for the selected proteins. In the test against A. salina, derivatives
3 and 8 presented LC50 of 67.36 and 314.86 ug/mL. respectively, and the others
showed no significant toxicity. On the other hand, in the test against MRC-5 cells,
all derivatives reduced cell viability below 20% after 48 hours at a concentration
of 100 uM, and derivatives 5, 7, 8 and 11 had an IC50 of 48.54, 46 .96, 45.65 and
55.24 uM, respectively, after 72 hours. The observed results indicate the
substances developed in this work as promising candidates for future
investigations with more specific analyzes of their antimelanoma potential,
especially molecule 8, due to its lower IC50 value for normal MRC-5 cells and
higher lethality for Artemia salina. Another future perspective may be associated
with the choice of formulations that improve their solubility characteristics, to
increase their bioavailability.

Keyword: Tabebuia avellanedae, B-lapachone, docking, melanoma.



“A ignoréncia gera mais frequentemente
confianga do que o conhecimento: sao 0s
gue sabem pouco, e ndo os que sabem
muito, que afirmam de forma tao categorica
gue este ou aquele problema nunca sera
resolvido pela ciéncia’.

(Charles Darwin)
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1. INTRODUCAO

No corpo humano, o ciclo celular é responsavel pela manutencdo do
equilibrio entre 6rgdos e tecidos. O cancer, por sua vez, envolve uma série de
alteracbes que culminam no crescimento disseminado e descontrole no
processo de divisdo celular (COX, 2021; BLUNCK et al., 2021; MAURO et al.,
2011).

Estimativas sinalizam um aumento progressivo da incidéncia de
mortalidade por doencas cronicas, tanto em paises desenvolvidos quanto em
desenvolvimento. Em um levantamento realizado por Siegel et al. (2019),
1.762.450 novos casos e 606.880 mortes por cancer foram projetadas para
ocorrer nos Estados Unidos para o mesmo ano da pesquisa. No Brasil, o cancer
€ considerado a segunda principal causa de morte (BRAY et al., 2018; WHO,
2020). Para o Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 aponta
gue ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de
cancer de pele ndo melanoma) (WHO, 2020; TORBRAND et al., 2017; SINGH
et al., 2017).

O cancer de pele corresponde a cerca de 30% das neoplasias registradas
no Brasil, sendo o melanoma a forma mais agressiva destes tumores, apesar de
representar apenas 3% das neoplasias malignas. Surgem a partir dos
melandcitos, podendo acometer varias partes do corpo, principalmente em
populacdes de pele branca, além de alta capacidade em desenvolver metastase
e resisténcia a varias terapias (INCA, 2020; DALLOULF et al.,, 2020; KO
:FISHER, 2010).

A busca por novos métodos de diagndsticos e terapia sdo cada vez mais
discutidos, na busca de alternativas e ferramentas que auxiliem na prevencéo e
diagnéstico precoce destas neoplasias (TORRES et al, 2019;
CAVASOTTO:AUCAR, 2020) Em pacientes com melanoma em fases de
metastase, o tratamento se limita a drogas cada vez menos eficazes devido a
capacidade de resisténcia das células em estagios avancados da doenca.
(KASPER et al., 2017).

Diante destas evidéncias, 0 uso de produtos naturais tem tido impacto
significativo no desenvolvimento de farmacos contra o cancer em todo o mundo
(NEPOMUCENO, 2011). Uma das espécies que tem demonstrado grande
potencial € a Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb., popularmente conhecida
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como Ipé-roxo. Essa espécie arbérea da familia Bignoniaceae, € encontrada em
varias regides do Brasil, sendo utilizada como arvore madeireira e de
paisagismo, por possuir floracdo abundante que toma toda a copa (GEMAQUE
et al.,, 2002; TUROLLA:NACISMENTO, 2006). Destaca-se ainda por suas
diversas propriedades anticancerigenas, anti-inflamatéria, analgésica,
antibiética, antimalaria, antitripanossoma e antiulcerogénica (OLIVEIRA et al.,
1990; FERREIRA et al., 2010, DA SILVA et al, 2012).

O lapachol, uma naftoquinona, foi isolado pela primeira vez de T.
avellanedae em 1882, e desde entdo diversos estudos tém investigado suas
atividades bioldgicas, principalmente contra diversas linhagens de céancer
(NEPOMUCENQO, 2011; Da SILVA JUNIOR, 2019; EYONG et a., 2020). Um
estudo realizado por Badu et al. (2018) descreveu que o lapachol pode
interromper o ciclo de reproducéo de células tumorais.

Dentre seus derivados, a B-lapachona, facilmente obtida a partir da sua
oxidacdo, tem ganhado destaque por atuar na topoisomerase | promovendo a
recuperacédo da capacidade de apoptose celular (FERREIRA, 2010). Dias et al.
(2018) relataram que a B-lapachona e seus derivados foram capazes de suprimir
o0 crescimento de tumor in vivo, demonstrando seu potencial como novos
candidatos a farmacos antitumorais.

A modelagem molecular de novos farmacos, atribuicdo da quimica
medicinal, envolve a identificacdo, selecdo e otimizacdo de moléculas capazes
de interagir com alta afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado
(SANTOS et al., 2019; GUIDO, 2010). Dentro deste contexto, foram
desenvolvidos programas capazes de calcular a afinidade de ligacbes com
velocidade e precisao, fornecendo recursos de construcao, edicéo, visualizacao,
analise e armazenamento de sistemas moleculares complexos.

A docagem, ancoramento ou docking molecular € um dos principais
métodos de planejamento baseado na estrutura do receptor. Esta técnica
baseia-se na predigdo da conformagdo entre um ligante e uma macromolécula
(enzima, receptor, DNA ou RNA), seguida da avaliacao e classificagdo do modo
de ligacdo (SMITH:MEILER, 2020; GUIDO, 2008).

As enzimas sao alvos moleculares de suma importancia no planejamento
de farmacos, em funcéo do seu papel em diversas patologias, podendo ainda

serem facilmente obtidas e adequadas a ensaios bioldgicos (GARCIA 2015,
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BILOTTA et al., 2018). Com os avangos na pesquisa do melanoma, foi possivel
entender melhor o papel das enzimas e das mutagbes que ocorrem
principalmente nos genes BRAF e a presenca das metaloproteinases (MMPS)
em relacdo ao avanco da doenca. Dada a presenca destas enzimas em células
de melanoma, é interessante buscar novos inibidores especificos para estes
genes (BAETA, 2019).

Diante das evidéncias do potencial biolégico do lapachol e das
informacgdes conhecidas sobre a bioquimica dos melanomas, o objetivo deste
estudo foi obter novas moléculas planejadas por meio de técnicas de ancoragem
molecular e avaliacéo de perfil farmacocinético e toxicoldgico in silico, sendo as
mais promissoras sintetizadas e avaliadas quanto ao seu potencial citotoxico

contra células de melanoma, gerando, portanto, hits antimelanoma.
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2.
2.1

2.2

OBJETIVOS
Objetivo Geral
Obter derivados de lapachol/B-lapachona com atividade antimelanoma.

Objetivos especificos

e Realizar pesquisa bibliografica derivados de lapachol/B-lapachona com

atividade biolégica contra linhagens de cancer humano;

e Realizar do docking molecular entre os derivados e os alvos terapéuticos

selecionados;

e Predizer os pardmetros farmacocinéticos e toxicologicos das moléculas

selecionadas;

e Sintetizar e caracterizar as estruturas dos derivados de (3-lapachona com

potencial antimelanoma indicados pela analise in silico;

e Avaliar seu potencial citotoxico e genotdxico sobre células humanas

normais e neoplasicas.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Cancer

A manutencéo da vida se da por meio do crescimento celular, através do
processo de mitose, gerando duas células-filhas idénticas, dando sequéncia ao
ciclo celular. Uma série de eventos extracelulares devem acontecer para que a
divisdo ocorra, tais como fatores de crescimento, entre eles o fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento semelhante & insulina (IGF)
e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Este sistema sofre
regulacdo e pode ser interrompido quando as condi¢cdes ndo séo favoraveis,
gerando assim células defeituosas (MARTINEZ-REYES:CHANDEL, 2021;
ABBAS et al., 2015).

Dessa forma, ha grande probabilidade do surgimento de uma neoplasia
guando ocorre uma alteracéo do ciclo celular. A partir disso, o cancer se da pelo
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. O cancer
corresponde a um conjunto de mais de 100 doencas, e os diferentes tipos se déao
de acordo com a célula do corpo acometida, podendo atingir tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, ou tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou
cartilagem. Podem ainda diferenciar-se em relagcéo a velocidade de multiplicagéo
e invasao dos tecidos e 6rgdos, estabelecendo a metastase (INCA, 2019).

Sabe-se que o cancer é um problema de salude publica, sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, e esses indices s6 vem
aumentando. Para o triénio 2020 — 2022, estima-se um aumento do nimero de
casos no Brasil. O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil),
seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), célon e reto (41 mil),
pulmédo (30 mil) e estbmago (21 mil) (WHO, 2020). Os tipos de cancer mais
frequentes em homens séo de préstata (29,2%), célon e reto (9,1%), pulmao
(7,9%), estbmago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Nas mulheres, os canceres de
mama (29,7%), célon e reto (9,2%), colo do utero (7,4%), pulméo (5,6%) e
tireoide (5,4%) figuram entre os principais. O cancer de pele ndo melanoma
representard 27,1% de todos os casos de cancer em homens e 29,5% em
mulheres (DALLOULF et al., 2020).

As taxas de incidéncias de morbilidade e mortalidade sdo importantes
aliados para medidas de controle para a vigilancia epidemiolégica, possibilitando

analisar a ocorréncia, a distribuicdo e a evolug¢édo das doencgas. Assim, permitem
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adotar medidas de controle, prevencao e tratamento e as bases para acoes de
vigilancia do cancer, componente estratégico para o planejamento eficiente e
efetivo dos programas de prevencéo e controle de cancer no Brasil. O quadro 1

mostra as taxas de mortalidade pelo instituto nacional de cancer no ano de 2020.

Quadro 1. Mortalidade conforme a localizacao primaria do tumor e sexo no Brasil 2020.

EM HOMENS, BRASIL, 2020 EM MULHERES, BRASIL, 2020
Localizacao Casos Localizacao Casos
et % S %
Priméaria Novos Primaria Novos
Traqueia,
Brénquios e 16.009 13,6 Mama 17.825 16,5
Pulmdes
Traqueia,
Prostata 15.841 13,5 Brénquios e 12.609 11,6
Pulmd&es
Célon e Reto 9.889 8,4 Célon e Reto 10.356 9,6
Estdmago 8.772 7.5 Colo do atero 6.627 6,1
Eséfago 6.465 55 Péancreas 6.011 55
Figado e Vias
biliares 6.093 5,2 Estdbmago 5.078 4,7
intrahepéticas
Figado e Vias
Pancreas 5.882 50 biliares 4.670 4,3
intrahepaticas
Sistema Nervoso Sistema Nervoso
Central 4.787 4,1 Central 4.567 4,2
Cavidade oral 4767 4,1 Ovario 3.921 3,6
Laringe 3.896 3,3 Leucemias 3.035 2,8
Todas as 117512 100,0 Todas as 108.318  100,0
neoplasias neoplasias

Fonte: Adaptado INCA, 2020.

As alteracdes ocorrentes no cancer estao relacionadas a proliferagéo,
diferenciacdo e morte celular, a partir de mutacdes génicas, instabilidade
cromossOmica e alteracdes epigenéticas. Diversos fatores de riscos podem estar
associados, principalmente fatores ambientais (80%) e agentes xenobidticos, ou
induzidos por fatores endégenos, como danos oxidativos, erros na replicagcédo do
DNA ou fatores hereditarios (DALLOULF et al., 2020; ALMEIDA et al., 2015).

As neoplasias séo resultantes de mutacdes, amplificagdes ou ativacéo de
proto-oncogenes, inativagdo de genes supressores tumorais e genes envolvidos
em mecanismos de reparo do DNA. Esses genes séo responsaveis pela divisao,

apoptose e diferenciacédo celular, e podem determinar a malignidade e poder
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metastatico do tumor. (RANG et al., 2001; TYSNES & BJERKVIG, 2007,
TANAKA et al., 2013).

A instabilidade gendbmica e o estado inflamatorio determinam as
caracteristicas em que as células malignas se desenvolvem no decorrer do
processo de formacdo do tumor, sendo elas: autossuficiéncia em sinais de
crescimento, reducdo dos fatores supressores de crescimento, resisténcia a
morte celular por apoptose, potencial replicativo (imortalidade), indugédo da
angiogénese e ativacdo da invasdo e metastase (Figura 2) (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Figura 1. Caracteristicas da formacédo de melanoma cutaneo.

SUSTENTACAO DA SINALIZACAO PROLIFERATIVA EVASAOQ DOS SINAIS SUPRESSORES DO
_ CRESCIMENTO CELULAR

' _ EVASAO DOS MECANISMOS IMUNE

REPLICAGAO ILIMITADA

DESRREGULAGAOQ DE VIAS ENERGETICAS

\fz

RESISTENCIA A MORTE CELULAR

INSTABILIDADE GENOMICA E MUTAGAO PROMOGAO DA INFLAMAGAO

INDUGAO DA ANGIOGENESE ATIVIDADE DA INVASAQ E MESTASTASE

Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

A formacdo do cancer € um processo lento, podendo levar anos até a
identificacdo de um tumor. Esse processo é denominado carcinogénese ou
oncogénese, e seus efeitos ocorrem em trés estagios: estagio de iniciacao,
promocao e progressao. Na iniciacdo, as células sofrem alteracdes genéticas,
porém ainda ndo detectaveis clinicamente, transformando-as em células
mutadas. No estagio de promoc¢ao, as células iniciadas sao entéo transformadas
em malignas gradualmente, ocorrendo uma leséo local e aumento do numero de
células. Ja no estagio final o cancer se instala de forma descontrolada podendo
surgir as primeiras manifestagdes clinicas (Figura 1) (MAURO et al., 2011;
ZIECH et al., 2012; TANAKA et al., 2013).
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Figura 2. Etapas de formac&o do cancer.
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Fonte: adaptado INCA, 2020.

3.2. Melanoma

O cancer de pele € a neoplasia mais frequentemente diagnosticada no
mundo em ambos os sexos (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). Com maior
prevaléncia em pessoas de pele clara, esta dividido primariamente em dois tipos:
ndo melanoma — subdividido em carcinoma de células escamosas; carcinoma
basocelular — que sdo a maioria dos casos; e o cancer de pele melanoma.
Embora o melanoma represente apenas 3% dos diagndésticos de canceres de
pele, é responsavel pelo maior nimero de mortes, devido a sua alta capacidade
metastatica (DZWIERZYNSK, 2014; PAVRI et al., 2016). No Brasil, a estimativa
de novos casos de melanoma para cada ano do triénio 2020/2022 é de 8.450,
sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres (INCA, 2021).

O melanoma surge a partir de alteragdes nos melandcitos, que sao
responsaveis pela pigmentacdo da pele. Os melandcitos habitam a juncdo
dermoepidérmica ou camada basal, e estdo dispostos entre cada 5-10
queratinécitos basais, podendo ainda conferir funcdo de protecdo contra
radiacOes UV (Figura 4). Durante o processo de pigmentacao, ha a formacao de
peréxido de hidrogénio e de dopaquinona, os quais podem causar alteracdes no
DNA e originar a carcinogénese (FRANK et al.,, 2001; CALIFANO; NANCE,
2009). (BROHEM et al., 2010).
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Figura 3. Localizagdo dos melandcitos na camada basal.
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Fonte: adaptado de Brohem et al., 2010

Os fatores de risco para o surgimento de melanoma podem estar ligados
a fatores extrinsecos tais como exposicao excessiva a radiagdo UV, ou fatores
intrinsecos como predisposicao genética, coloracdo da pele (maior em peles
claras), presenca de nevos displasicos (atipicos), aumento no nimero de nevos
tipicos ou lesdes pré-existentes na pele ou imunossupressao (GANDINI et al.,
2005; GORANTLA: KIRKWOOD, 2014; PALUNCIC et al., 2016).

Uma alternativa para controle desta neoplasia é a prevencdo e o
diagnéstico precoce, o qual podem ocorrer através do uso regular de protetor
solar, evitando a exposicdo solar excessiva e em horarios inadequados e o
bronzeamento artificial. Além disso, o autoexame € uma alternativa para prevenir
e rastrear o surgimento de lesdes caracteristicas, fazendo-se necessario o
conhecimento das formas clinicas apresentadas pelo melanoma (KASPER et al.,
2017).

Pode-se suspeitar de melanoma a partir de lesées com as caracteristicas
ABCDE (Assimetria, Bordas irregulares, Cores variadas, Diametro maior que 6
mm e Evolucdo), podendo ocorrer em uma lesdo pré-existente ou na pele

saudavel, em forma de tumores, ndédulos, placas ou manchas escuras,
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geralmente apresentando variacdo na coloracdo, assimetria e bordas,
acompanhadas de coceira ou descamac¢ao (COCKERREL, 2012).

Inicialmente, as lesdes tém caracteristicas benignas e sdo pequenas, ja
na fase tardia sdo aderidas a derme e de carater maligno. Segundo Eggermont
et al. (2012), o melanoma esta classificado em cinco tipos de acordo com seu
perfil clinico e histologico, sendo eles: melanoma expansivo superficial (MES),
melanoma nodular (MN), melanoma lentigo maligno (LM), melanoma lentiginoso
acral (MLA) e melanoma mucosa lentiginosa (MML).

Com a evolucéo da biologia molecular, o conhecimento e a importancia
dos marcadores moleculares no processo de formacédo do melanoma, auxiliam
no diagnostico e na busca por novas entidades que atuem na inibicdo destes
genes de forma seletiva e eficaz. Foi a partir destas afirmativas, que dentre os
diversos marcadores tumorais, foram escolhidos o gene BRAF e as
metaloproteinases como alvos terapéuticos dos derivados de lapachol/p-
lapachona selecionados.

3.3. Gene BRAF

A transformagéo maligna dos melandcitos esta relacionada a genes que
regulam o metabolismo do ciclo celular que, por consequéncia, geram células
capazes de manter a progressao do tumor (PALMIERI et al., 2009; PALUNCIC
et al., 2016). Diversos genes ja foram descritos na formacdo do melanoma
cutaneo (MC), e dentre eles o mais frequentemente encontrado é o gene BRAF
(40-70%), que é um proto-oncogene localizado no cromossomo 7q34,
responsavel pela proliferacao celular (CURTIN et al., 2005). Entre as principais
mutacOes encontradas, 40-50% sé&o do tipo missense, que envolve a troca do
aminoacido valina por um glutamato na proteina (V600E), dando origem ao
BRAFV600E (DAVIES et al., 2002). Outras mutacdes gque ocorrem em menor
frequéncia sdo BRAFV690K @ BRAFV600R,

Encontrado no citoplasma celular, o gene BRAF possui 3 isoformas
(ARAF, BRAF e CRAF), estando relacionado a superativacdo da via MARK (via
de proteinas quinase ativadas por mitdgeno), sendo 0s componentes principais
da via a proteina RAS (Figura 5). No melanoma, a presenca da mutacéo V600E
desestabiliza a conformacéo da proteina quinase serina/treonina (BRAF) inativa

para a forma ativa, levando a atividade da proteina sem a necessidade de
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ativacao pelo RAS, o que resulta no aumento do poder de proliferacédo celular do
melanoma (AVILES:LAZARO, 2006; LONG et al., 2012).

A proteina BRAF se tornou um alvo para terapias devido a grande
incidéncia de mutacdo destes genes. Baseado nisso, evidencia-se a
necessidade de busca por novos farmacos que atuem exclusivamente em
células portadoras destas mutagfes. Através do planejamento adequado por
meio da quimica medicinal, pode-se ter a diminuicAo de custos no

desenvolvimento de novas terapias a partir da otimizacao de moléculas.

Figura 4. Via de sinalizagdo MAPK.
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Fonte: Adaptado de DHOMEN; MARAIS, 2009.

3.4. Metaloproteinases
As metaloproteinases (MMPs) fazem parte do grupo das entopeptidases
zinco-dependentes, responsaveis pela degradagdo dos componentes da matriz

extracelular (MEC) e das membranas basais. As MPs foram relatadas pela
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primeira vez por Gross e Lapierre em 1962 e, desde entdo, inUmeros estudos
vém sendo realizados sobre a atividade destas enzimas (FREDERICK, 2002;
ARRANZ et al., 2004; NAVARRO et al., 2006).

Atualmente, quase 30 tipos de MMPs ja foram identificadas (Quadro 2)
(CARPENA et al., 2008, MANNELLO:MEDDA, 2012). As MMPs sao encontradas
na membrana e na superficie celular, sendo capazes de degradar
macromoléculas como o coldgeno intersticial, a fibronectina, a laminina e a
proteoglicana (MURPHY, 1997). Sdo secretadas na forma de proenzimas
inativas, podendo ser ativadas por proteinases como tripsina plasmina, furina ou
outras MMPs, no ambiente pericelular. Podem também ser ativadas por agentes
guimicos por meio de reacdes in vitro (GEURTS et al., 2011).

Na presenca de citocinas, as MMPs sao liberadas no meio extracelular,
sendo produzidas principalmente por leucécitos polimorfonucleares,
queratinécitos, mondocitos, macréfagos, fibroblastos e células mesenquimais.
Apresentam estrutura complexa que, apesar de similares entre si, atuam de
forma especifica ao substrato, e na presenca de diferentes tipos de células,
formam diferentes complementos de MMPs (GEURTS et al., 2011).

Todas as MMPs sdo metal-dependentes por conterem ions Zn+2 no sitio
de acdo catalitica e requererem ions Ca+? para sua estabilidade e atividade.
Apenas o Zn*? permanece ligado ao sitio ativo da enzima, que por sua vez é
coordenado por uma molécula de agua que também é importante para a
atividade catalitica (GEURTS et al.,, 2011; MANNELLO:MEDDA, 2012). Sua
atividade é regulada por quatro vias: 1) por regulacao na transcricdo nos genes
das MMPs; 2) por ativacao de precursores; 3) por diferencas de especificidade
de substrato; e 4) por inibidores de MMPs.

Dentre os inibidores enddgenos, os principais séo os inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs). Os TIMPs possuem outras atividades biologicas
independentes da inibicdo de MMPs, como, por exemplo, promocdo da
proliferacéo celular, atividade antiangiogénica, pro e antiapoptética (NAGASE et
al., 2006; BREW:NAGASE, 2010).
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Quadro 2. Classificacdo das Metaloproteinases de Matriz

MMP NOME DESCRITIVO PRINCIPAIS SUBSTRATOS
MMP-1 Colagenase intersticial Colégenos |, II, 11l
MMP-2 Gelatinase A Cole_lgenos l.V ev, elgstma,

fibronectina, gelatina
MMP-3 Estromelisina-1 Colageno IV, pro-colageno |,
laminina
MMP-7 Matrilisina Caseina, (;olagenc_) IV, elastina,
fibronectina,
MMP-8 Colagenase-2 Colager)(_) L f|br|nog§an|o,
neutrofilo C, gelatina
MMP-9 Gelatinase B Colagenos IV e V, elastina,
gelatina |
MMP-10 Estromelisina-2 Caseina, gelatina
MMP-11 Estromelisina-3 Ainda n&o conhecido
MMP-12 Metaloelastase de macréfago Fibrinogénio, fator XII
Colagenos |, Il e lll,
MMP-13 Colagenase-3 fibrinogénio, gelatina, fator XlI
Colagnos |, Il e lll, caseina,
MMP-14 Transmembrana-1 fibronectina, fibrinogénio,
gelatina
MMP-15 Transmembrana-2 Fibronectina, laminina
MMP-16 Transmembrana-3 Pro-MMP-2
MMP-17 Transmembrana-4 Fibrina, fibrinogénio, gelatina
MMP-18 | e Ainda ndo conhecido
MMP-19 | Caseina, colageno IV, fibrina,
fibronectina, gelatina, laminina
MMP-20 Enamelisina Amelogenina
MMP-21 | e Ainda ndo conhecido
MMP-23 | e Ainda ndo conhecido
MMP-24 Transmembrana-5 Gelatina
MMP-25 Transmembrana-6, Leucolisina (_:olagenp IV, f|br|r_1a,
fibronectina, gelatina
MMP-26 Endometase, Matrilisina-2 Co_Iageno I.V’ f|br|no_gen|o,
fibronectina, gelatina |
MMP-28 Epilisina Caseina

Fonte: Adaptado de Rydlova et al., 2008.

Em geral, Os TIMPs estao presentes na maioria dos tecidos e fluidos do
corpo, entretanto, variam muito na forma da distribuicdo, sendo que os TIMPs 1
e 3 sédo regulados por vérios fatores de crescimento, citoquinas, retinéides e
glicocorticéides, e o TIMP-2 é constitucional nos tecidos (CARPENA et al., 2008).
Os TIMPs se ligam as pro-MMPs por meio da ligagéo de seu dominio C-terminal
com o dominio hemopexina da pro-enzima. Essa interacdo € relativamente
especifica, sendo que TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 se ligam a MMP-2, e TIMP-1 e
TIMP-3 a MMP-9. Uma vez que essa interagdo ndo envolve a por¢cdo N-terminal
do TIMP, o complexo TIMP-MMP ainda é capaz de interagir com uma segunda
proteina, como, por exemplo, as metaloproteinases transmembrana

(MANNELLO:MEDDA, 2012).
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3.4.1. MMPs -2 e -9: estrutura e atuagdo no melanoma

Por apresentarem estrutura semelhante, as MMPs -2 e -9 serdo descritas
em conjunto. Pertencentes ao grupo das gelatinases, se diferenciam dos outros
grupos por possuir um dominio adicional semelhante a fibronectina, que é
responsavel pela ligacado dessas enzimas ao colageno desnaturado e a gelatina.
Além disso, a MMP-9 possui ainda um dominio O-glicosilado que confere
flexibilidade & sua estrutura, permitindo movimentos independentes que facilitam
a interacao dos substratos com o sitio ativo (MANNELLO:MEDDA, 2012).

Essa familia de proteinas compartilha a mesma topologia estrutural, com
pré e pos-dominios, seguidos de um dominio catalitico. O pré-dominio NH2-
terminal € uma pequena porcao hidrofobica que direciona a sintese dessas
proteinas para o reticulo endoplasmatico e a secrecdo para 0 espaco
extracelular. O pro-dominio, localizado apdés o pré-dominio e com
aproximadamente 80 aminoacidos, mantém a enzima em sua forma inativa. O
dominio catalitico, por sua vez, possui um ion zinco (Zn?*) ligado ao sitio ativo e
essa ligacao é feita por trés residuos conservados de histidina na sequéncia
AHEXGHXXGXXH (Figura 6) (Geurts et al., 2011).

Figura 5. Estrutura dos dominios das MMPs -2 e -9.
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Fonte: adaptado de Gusmao, 2013.
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Apesar de apresentarem importantes papéis em processos biologicos,
quando ocorre um desequilibrio entre os niveis de MMPs e TIMPs, o processo
fisiologico passa a ser patoldgico, desencadeando diversas doencas como
cancer, artrites, inflamacéo, diabetes, e doencas cardiovasculares (KUPAI et al.,
2010).

Varios estudos tém relacionado o papel da MMPs, incluindo -2 e -9, no
processo fisiopatolégicos de neoplasias. As MMPs estdo presentes de varias
formas na evolucao de tumores, tanto na fase precoce da tumorigénese quanto
em estagios tardios do cancer (DERYUGINA, 2006). Vaisanem et al. (1998),
demonstram a expressao de MMP-2 em lesbes de melanoma de 55 pacientes.
Hofmann et al. em 1999 comprovaram o aumento da expressao de MMP-2 na
progressao do melanoma.

Inicialmente, a MMP-2 é secretada na forma inativa, sendo posteriormente
ativada pelo complexo TIMP-2/MT1-MMP para entdo ser posicionada na
superficie da célula melanoma, degradando a MEC e invadindo o sistema
vascular. Para que estas células atinjam 0s vasos sanguineos sao necessarios
fatores de polarizacéo tais como o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o
Fator estimulante de colénias de macrofagos (CSF-1) (HOFMANN et al., 2005).

Alguns estudos demonstraram a expressao das MMP-9 em fases
primarias do melanoma. Sao ativadas por CD44 ou por heterodimeros av Bs ou
os B1 das integrinas. Sua atividade na angiogénese tumoral se da pela agédo de
inibidores enddégenos como a angiostatina, tumstatina e endostatina e por
recrutamento de pericidios, além de apresentar atividade anti-apoptoética in vitro
(MEYER et al., 2005).

Os estudos sobre as metaloproteinases pode auxiliar no desenvolvimento
e evolucdo de novas estratégias no tratamento e prevencao de melanoma, uma
vez que podem proporcionar a produgéo de novos inibidores que atuem de forma
mais efetiva e especifica. Dessa forma, todos 0s aspectos descritos aqui,
reforcam a necessidade de maiores informagdes sobre a interacdo
MMPs/Melanoma/inibidor.

3.5. Tratamento do melanoma e inibidores enzimaticos
A conduta para o tratamento do melanoma baseia-se na excisao do tumor

primario e todo o tecido circundante para evitar a recorréncia local, até a fascia
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e uma margem de pele normal entre 0,5 e 2 cm de diametro em torno da leséo.
Este procedimento deve ser preferencial quando em lesbes pequenas
(DIMATOS. 2009).

O MC acaba se disseminando de forma rapida pelas vias linfaticas, sendo
os linfonodos locais os principais sitios de metastase. Nesse caso, a Unica
maneira de controle é a retirada destes linfonodos (WAGNER et al., 2000). Em
lesbes maiores, o recomendado é a realizagdo de biopsia para decisdo da
melhor conduta de tratamento. Geralmente, estas praticas estdo associadas a
guimioterapia, radioterapia e terapia hormonal (STUCKY et al., 2010; DAVEY et
al., 2015).

A quimioterapia consiste no uso de substancias que afetam o
funcionamento celular, e é indicada em estagios avancados de melanomas. Com
0 surgimento de novas terapias, seu uso deixou de ser indicado prioritariamente,
uma vez que seus efeitos colaterais causam danos ndo somente as células
doentes, mas também as células saudaveis. Exemplos de quimioterapico é a
Dacarbazina, a Carboplatina e o Paclitaxel, que atuam como complemento a
remocao cirargica (FLAHERTY et al 2013; XU et al 2020).

O desenvolvimento de novos modelos terapéuticos proporcionou a
aplicacdo de terapias que atuem de forma mais especifica, como exemplo,
“‘mutacdes motoristas” oncogénicas e imunoterapias. A imunoterapia envolve a
utilizacdo de citocinas, vacinas e anticorpos direcionados com potenciais
promissores (DAVEY et al., 2015).

Até hoje, as terapias usadas no tratamento do melanoma n&o acrescem
a expectativa de vida do paciente metastatico. Contudo, a constante descoberta
das vias de sinalizacdo vem proporcionando novos alvos terapéuticos. Os
componentes responsaveis pela ativagdo das vias RAS/RAF/MEK/ERK s&o os
principais alvos na busca de tratamentos promissores para MC
(TREISMAN:GARLIE, 2010).

O primeiro farmaco seletivo desenvolvido para melanoma é o
Vemurafenibe, que atua exclusivamente em células portadoras da mutacao
BRAF V600F, ocasionando a apoptose, parada do ciclo celular e da proliferacéao.
Pode ser citado também o Trametibine, que é um inibidor MEK e melhora a
inibicdo da sinalizacdo MAPK (CURTIEGGERMONT; ROBERT,2012; WANG,
2013; ASHWORTH:DAUD, 2014; KAINTHLA et al., 2014).
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Neste contexto, as MMPs também tém sido alvo na terapia de controle do
melanoma metastatico. Hofmann et al. (2005) destacaram o efeito de
Batimastate e Marimastate como inibidores de MMPs.

Apesar das inumeras terapias como alternativa do tratamento do
melanoma, pode-se afirmar que em nenhuma delas é totalmente eficaz no
processo de cura ou prolongamento do prognostico em pacientes metastéticos,
isso se da devido ao alto poder invasor desta neoplasia, o que reafirma a
necessidade da busca por novas terapias promissoras.

Os produtos naturais tém sido cada vez mais objeto de pesquisa no
desenvolvimento de novas entidades terapéuticas. Com o auxilio e avanco da
quimica computacional, a identificacdo e otimizacao de substancias de origem
vegetal tornou-se uma alternativa na pesquisa de compostos com potencial

atividade antitumoral.

3.6. Naftoquinonas

O uso de plantas medicinais na descoberta de novos tratamentos
anticancer s6 vem aumentando com o passar do tempo, (MANZANO et al.,
2020). Em espécies bioativas, a variedade dos constituintes e sua complexidade
estrutural formam um leque de possibilidades na investigacdo de novas
entidades farmacoldgicas (FERREIRA:PIRES, 2022; MONTANARI:BOLZANI,
2001).

Dentre as plantas de grande interesse, a familia Bignoniaceae apresenta
cerca de 110 géneros e aproximadamente 800 espécies distribuidas
predominantemente em regides tropicais (SOUZA:LORENZI, 2012). Diversos
estudos demonstram sua relevancia por apresentar diversas substancias
bioativas e atividades farmacolégicas importantes (VENANCIO:SILVA, 2020).

Sua bioatividade se da pela presenca de naftoquinonas, xantonas e varios
flavonoides que atuam como agentes antimalaricos, antitumorais, antivirais,
contra infecgdes e cicatrizantes de feridas. As naftoquinonas destacam-se como
objetos de interesse em muitas pesquisas, por possuir potente atividade
antitumoral, antiparasitaria, leishmanicida, tripanocida, anti-inflamatoria,
antibacteriana e antifingica (JORDAO et al., 2013; ELAVARASAN:;
GOPALAKRISHNAN, 2014).
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Em relacdo a estrutura, comp&em um grupo de compostos dicetbnicos
com um esqueleto basico aroméatico derivado do naftaleno, que se destaca por
apresentar dois grupos carbonila na posi¢céo 1 e 4, por isso a denominagao de
1,4-naftoquinonas. Os grupos carbonila também podem estar presente na
posicdo 1 e 2, porém, com menor incidéncia (Figura 7) (LOPEZ, 2014). Podem
ainda ser classificadas de acordo com sua estrutura em preninaftoquinonas,
furanaftoquinonas, difuronaftoquinonas e piranaftoquinonas (DA SILVA et al.,
2012).

Figura 6. Estrutura quimica de 1,4-naftoquinona (A) e 1,2-naftoquinona (B).

A 3
0 [ 0

Parte do seu mecanismo envolve a formacdo de espécies reativas do
oxigénio (ROS) como o perodxido de hidrogénio (H202), anion radical superéxido
(O2) e radical hidroxila (HO") induzidas pela biorredu¢cdo do complexo quindnico,
resultando no estresse oxidativo das células ou induzindo a apoptose por inibicdo
do complexo das topoisomerases, em que as células perdem a habilidade de
reparo, determinando o potencial desses compostos em causar danos ao DNA
(Figura 8) (SILVA, 2021; CAMPOS et al.,, 2012; SUNASSEE et al.,, 2013).
Doxorrubicina, daunorrubicina, mitoxantrona e mitomicina sdo exemplos de
farmacos anticancer que contém a porcdo quinona (CAMPOS et al., 2012;
FERREIRA et al., 2013; MALLAVADHANI et al., 2014).
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Figura 7. O ciclo redox das quinonas.
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Fonte: adaptado de Da Silva Junior et al, 2019.

3.7. Lapachol

Entre as naftoquinonas destaca-se o lapachol (LP), por suas diversas
atividades farmacolégicas comprovadas. Foi primeiramente isolado por E.
Parterno em 1882, a partir da casca da arvore de T. avellanedae (Figura 9), uma
Bignoniaceae conhecida no Brasil como Ipé-roxo. Posteriormente, também pbde
ser isolada de espécies de Verbenaceae, Leguminosae, Sapotaceae,
Scrophulariaceae e Malvaceae (EPIFANO et al.,, 2014; FIGUEREDO et al.,
2020).

Apresenta coloracdo amarela com baixa solubilidade em &gua, sendo
sollvel em solventes organicos. A estrutura molecular é 2-hidréxi-3-(3-metil-2-
butenil) -1,4-natoquinona, onde na presenca de um sal confere coloracdo
vermelha (LOPES, 2020).
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Figura 8. Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb.

As principais atividade farmacoldgicas associadas com o Lapachol, a-
lapachona e B-lapachona s&o: antitlcera, leishmanicida, anti-inflamatoria,
antimalarica, antisséptica, antitumoral, antiviral, bactericida, fungicida, pesticida
e outras (HUSSAIN et al., 2007; MAEDA et al., 2008; PINTO e CASTRO, 2009;
SILVA et al., 2012).

Figura 9. Estrutura quimica de lapachol (A), a-lapachona (B) e B-lapachona (C).

A 0] B (0] C

A B-lapachona se destaca por seu potencial biolégico e € um alvo
promissor para a sintese de novas moléculas bioativas. Demonstra
citotoxicidade em relacéo a uma variedade de linhagens de cancer humano, que
geralmente sdo mais suscetiveis que as células normais a danos oxidativos

associados por espécies reativas de oxigénio. A B-lapachona passa por um ciclo
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redox mediado pela enzima NAD(P)H:quinonaoxidoredutase 1 (NQO1) para

aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO). Em alguns tipos de

cancer a expressao elevada de NQO1 consegue destruir células cancerigenas
(Figura 11) (PARDEE, 2002; PINK et al., 2009; TRACHOOTHAM et al., 2009;
HUANG et al., 2013; FERREIRA et al., 2016; GERBER, 2018).

Em condi¢des fisiologicas, o NQOL1 é atuante na regulagéo da sintese de

melanina por supressao da degradacao da tirosinase em melanécitos (DA SILVA
et al., 2003; FERREIRA et al., 2010; KEE et al., 2017; HUSSAIN et al., 2017,
ARAKAWA et al., 2018).

Figura 10. Mecanismo da atividade antitumoral de B-lapachona.
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Fonte: Da Silva Junior et al, 2019.

Da Silva Junior e colaboradores (2019) apresentaram diversos estudos da

atividade antineoplasica de LP em diversas linhagens de cancer. Um estudo
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demonstrou que lapachol na concentracdo de 0,783 um apresentou atividade
significativa em linhagem de cancer de mama humano A549 (OLIVEIRA et al.
2002).

Outro estudo avaliou a atividade citotoxica de derivados do lapachol, a e
B-lapachona em células de cancer esofagico (WHCO1) em que a maioria
exibiram boa citotoxicidade (CI50 1.6e11.7 mM) em comparacao com o farmaco
de escolha atual cisplatina (CI50 ¥ 16.5 mM). Também foi observado que os
compostos ndo foram toxicos em células NIH3T3 de fibroblastos normais
(SUNASSEE et al., 2013).

Em relagéo ao seu mecanismo, a B-lapachona diferencia-se de outros
antineoplasicos por atuar na topoisomerase | promovendo a recuperacao da
capacidade de apoptose celular. Quando em associa¢do com o Taxol®, além de
sua combinagcdo com outros tratamentos, como a aplicacdo de radiacéo
ionizante, promove a inibicdo em diferentes pontos de replicagdo celular
(CUNHA, 2005; FERREIRA et al., 2010).

Na presenca de hidroxido de sodio, o LP forma um sal soédico que confere
coloracdo vermelho brilhante, extremamente ativa como corante. O lapachol é
facilmente isolado da serragem do ipé roxo seguindo um método de extracao
acido-base que, ap6s um processo de recristalizacdo, permite sua obtencdo em
rendimentos razoaveis (FONSECA et al., 2003).

Diversos estudos vém avaliando o perfil antineoplasico de derivados do
lapachol, e as comprovacdes dessa atividade tornam essa molécula um
potencial protétipo na sintese de novas estruturas otimizadas. Os modelos in
vitro sdo 0s mais utilizados como método de triagem destas estruturas, porém
uma nova perspectiva foi dada com o surgimento dos métodos de modelagem
molecular por avaliacéo in silico, que permitem prever aspectos relacionados a
afinidade e estabilidade de complexos entre enzima e ligante, além de nortear

as etapas seguintes a partir de um planejamento adequado.

3.8. Planejamento racional de farmacos por ferramentas in silico

No século XIX, os extratos naturais usados na medicina tradicional
passaram a ser refinados, isolando as estruturas bioativas presentes em sua
composicdo. Este processo teve grande impacto na evolucdo da quimica

medicinal, o que resultou no desenvolvimento dos primeiros farmacos sintéticos

36



em 1908 (HAO; ZHENG; WANG, 2014). Com a constante evolucdo da quimica
medicinal, varios modelos de estudo foram criados a fim de otimizar a descoberta
e conhecimento estrutural de moléculas. Em 1960, surgiu o método de QSAR
(quantitative stucture-activity relationship), que possibilitou analisar a relagcéo
estrutura-atividade entre moléculas (CAVASOTTO et al., 2019).

Foi entdo que os primeiros modelos de quimica computacional surgiram
para o aperfeicoamento da descoberta e elucidacao das propriedades de uma
biomacromolécula. Assim, foi criado em 1990 os primeiros bancos de dados de
proteinas (Uniprot e protein data bank- PDB), além de métodos em modelagem
molecular e bioinformatica (SULIMOV et al., 2019; PAGADALA et al.,2017).

A descoberta de um novo farmaco baseia-se na determinacdo da
estrutura quimica e suas propriedades fisico-quimicas, além da determinacéo da
atividade terapéutica e da relacdo da estrutura-atividade. Nesse contexto, uma
das estratégias no planejamento racional de medicamentos fundamenta-se na
otimizacdo de modelos protétipos, com o intuito de aprimorar sua poténcia,
afinidade e seletividade. Este processo aproxima diversas especialidades tais
como quimica organica, bioquimica, farmacologia, informatica, biologia
molecular e estrutural, entre outras, configurando seu carater multidisciplinar
(AUCAR & CAVASOTTO, 2020; EYRILMEZ, et al, 2019; GAIEB et al., 2018;
VIDAL-LIMON et al., 2022; GUIDO et al., 2008).

O planejamento de novas moléculas bioativas pode ser longo e de alto
custo, 0 que gera a necessidade de inovacdes que possibilitem melhor custo-
beneficio. Nesse contexto, tem vantagens a modelagem molecular por métodos
computacionais, que emprega programas capazes de predizer a afinidade de
uma macromolécula (enzima) e seu ligante, permitindo a otimiza¢do, aumento
da poténcia e seletividade desse ultimo (SANTOS et al., 2019; SMITH &
MEILER, 2020).

Para a identificacdo e selecdo das moléculas bioativas vérias estratégias
podem ser adotadas tais como a organizagcdo de bases padrGes de dados, a
aplicacéo de filtros moleculares, o emprego de triagens bioldgicas automatizadas
em larga escala (HTS) e a triagem virtual (VS, do inglés, virtual screening). Além
disso, técnicas de planejamento baseado na estrutura do receptor (SBDD), e de
planejamento baseado na estrutura do ligante (LBDD) também s&o amplamente
utilizadas (LU et al., 2020; ZHU et al., 2020). Dentre estes, a triagem virtual
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permite selecionar de bases de dados de milhares de estruturas os compostos
nao promissores, eliminando-os antes mesmo de serem sintetizados (SHI; ZHA,
2019).

Ap0s selegdo do alvo molecular varios métodos podem ser empregados
para analisar a interacdo entre ligante e receptor. O ancoramento molecular
(docking) é capaz de determinar a interacdo do complexo formado (poses) e a
afinidade entre a ligacdo (scoring). A validacdo do alvo selecionado é
fundamental para estabelecer sua relevancia e seletividade nos processos
patolégicos e sua capacidade de resposta farmacoldgica (CAVASOTTO:
AUCAR, 2020; POUSTFOROOSH et al., 2022).

Os alvos utilizados no docking sdo macromoléculas obtidas por método
de cristalografia de raio X, que atuam como receptores dos ligantes. Geralmente
sao enzimas que tiveram sua estrutura quimica tridimensional determinada por
Ressonancia Magnética Nuclear ou cristalografia de raios X. Esta Ultima, a
técnica mais comum, usa a radiacdo de diversas maneiras, como O
espalhamento a baixos angulos, a difracdo magnética e o estudo dos fendmenos
ultrarrapidos, permitindo conhecer a estrutura de moléculas a nivel atémico
(SILVA, 2020).

A importancia da valida¢cédo do alvo molecular e método de modelagem é
essencial para se determinar sua funcdo no processo fisiopatolégico e no
impacto de sua modulacdo no tratamento e cura de doencas. Esta etapa
determina ainda a preciséo do teste, onde o ligante cocristalizado a proteina é
retirado e reinserido a estrutura cristalogréfica (redocking). O RMSD, do inglés
“‘Root Mean Square deviation”, é o valor médio para o desvio médio dos atomos
de uma estrutura X, relativamente a uma segunda estrutura Y. Para serem
considerados vélidos os valores de RMSD entre a pose obtida pelo docking e
pose original deve ser menor que 2,0 A (LI et al., 2010; PLEWCZYNSKI et al.,
2011; MURPHY et al, 2016, CHAPUT & MOUAWAD, 2017).

Estima-se que existam cerca de 30 programas capazes de realizar
modelagem molecular, entre eles, DOCK, Gold, FlexX, Glide, Autodock, e
Surflex-Dock, sédo amplamente utilizados (CHAPUT & MOUAWAD, 2017). Esses
programas avaliam o modo de ligacédo e a afinidade do ligante pelo sitio, a qual
€ baseada em fungbes de pontuagdo: Campos de forga; Forcas empiricas;

Funcdes baseadas no conhecimento (TORRES et al., 2019).
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As analises por métodos computacionais, trabalham com a hipétese do
“analogo ativo”, onde é possivel investigar o conjunto de dominios funcionais, os
tipos de interacdo, condicbes energéticas e predicbes de parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos. Precisa-se ainda conhecer os niveis
toxicoldgicos das moléculas, para que se possa prever e planejar uma estratégia
adequada na sua otimizacdo (FERREIRA & ANDRICOPULO, 2019).

E de fundamental importancia que desde as primeiras etapas do
planejamento de um farmaco, haja a preocupacéo com a baixa toxicidade e alta
especificidade dos hits. Por meio de ferramentas in silico, também é possivel
predizer propriedades-chave, tais como a absorgao, distribuigdo, metabolismo e
excrecdo (ADMET), além da toxicidade das estruturas investigadas. Para tanto,
as moléculas avaliadas por metodologia de docking podem ser analisadas em
programas adicionais, tais PreADMET, Osiris (Property Explorer) e SwissADME
(Institute of Bioinformatics) (Santos et al., 2018).
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