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Resumo. O cancer ¢ um grave problema de Satude Publica, devido a sua dimensao epidemiologica,
econdmica e social, sendo a segunda principal causa de mortes em todo o mundo. Dentre os tipos
existentes, o cancer de mama apresenta-se como o tumor mais letal em mulheres no Brasil, o que
torna seu controle, atualmente, um dos grandes desafios que a Satde Publica enfrenta. Nesse cenario,
a busca pela identificacdo de novos agentes anticancer se faz urgente visando uma reversao do
quadro e maior expectativa de vida para aqueles acometidos pela doenga. A proteina quinase B alfa,
também conhecida como PKB alfa, ¢ uma enzima que atua como um ponto central na via de
sinalizagdo fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) - AKT frequentemente superestimulada em canceres
humanos. Este trabalho possui como objetivo detectar potenciais inibidores para PKB alfa por
estratégias computacionais. Desse modo, selecionou-se 45 moléculas potenciais para o estudo,
sendo igualmente distribuidas entre compostos provenientes de fontes naturais, busca aleatoria e
reposicionamento de farmacos através de uma triagem virtual hierarquica (andlise de propriedades
fisico-quimicas e acoplamento molecular). A investigacao do grupo de moléculas selecionadas apds
aplicagao de filtros fisico-quimicos, topologicos e predi¢do de toxicidade apontaram a Melosatina B
como molécula melhor qualificada no acoplamento molecular do programa AutoDock Vina e
calculo do indice de eficiéncia com posterior avaliacdo de interagdes intermoleculares de natureza
hidrofobica e ligagdes de hidrogénio analisada pelo servidor PLIP. Portanto, este estudo evidencia a
eficacia das abordagens in silico na detec¢do de compostos promissores destinados ao tratamento do
cancer, o que auxilia na investigacdo de novas terapias para esta doenga de manifestacao global.

Summary. Cancer is a serious Public Health problem, due to its epidemiological, economic and
social dimensions, being the second leading cause of deaths worldwide. Among the existing types,
breast cancer is the most lethal tumor in women in Brazil, which makes its control currently one of
the greatest challenges facing Public Health. In this scenario, the search for the identification of new
anti-cancer agents is urgent with a view to reversing the condition and increasing life expectancy for
those affected by the disease. Protein kinase B alpha, also known as PKB alpha, is an enzyme that
acts as a hub in the phosphoinositide 3-kinase (PI3K) - AKT signaling pathway frequently
dysregulated in human cancers. This work aims to detect potential inhibitors for PKB alpha using
computational strategies. In this way, 45 potential molecules were selected for the study, being
equally distributed among compounds from natural sources, random search and repositioning of
drugs through a hierarchical virtual screening. The investigation of the group of molecules selected
after application of physicochemical, topological filters and toxicity prediction indicated Melosatin
B as the best qualified molecule in the molecular coupling of the AutoDock Vina program and
calculation of the efficiency index with subsequent evaluation of intermolecular interactions of a
hydrophobic nature and hydrogen bonds analyzed by the PLIP server. Therefore, this study
highlights the effectiveness of in silico approaches in detecting promising compounds intended for
the treatment of cancer, marking a significant advance in the investigation of new therapies for this
globally manifesting disease.

*Autor correspondente: Larissa Oliveira Dourado, larissaodourado@gmail.com, Departamento de Saude, Laboratério de Modelagem

Molecular (LMM), Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana, Bahia, Brasil. CEP 44.036-900.
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Introducio

O cancer ¢ um grande grupo de doencas que
podem comegar em quase todos os 6rgaos ou tecidos do
corpo quando células anormais crescem
incontrolavelmente, ultrapassam os seus limites
habituais para invadir partes adjacentes do corpo e/ou
espalhar-se para outros 6rgdos’. O tipo de cAncer que
mais acomete mulheres em todo o mundo ¢ o de mama
(CM). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), as estimativas de incidéncia de cancer
de mama para 2020 foram de 66.280 casos, o que
representa 29,7% dos canceres em mulheres. Para o
sexo feminino, em 95% dos paises, 0 CM ¢ uma das
principais causas de morte por cancer. No entanto, a
sobrevivéncia é amplamente desigual entre os paises:
quase 80% das mortes por CM ocorrem em paises em
desenvolvimento’.

A quimioterapia ¢ o tratamento sistémico
habitual para CM que pode ser administrado de forma
neoadjuvante ou adjuvante, sem perda de eficacia e com
seguranca, no caso de doenga inicialmente operavel. Os
tratamentos preconizados no Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas (PCDT) sdo baseados na
literatura cientifica e apresentam medicamentos
antineoplasicos que costumam acompanhar uma série
de efeitos colaterais, como nauseas, vOomitos,
mielossupressdo, alopecia, entre outros’. Para atenuar
esses sintomas, uma estratégia amplamente utilizada
consiste no planejamento de novos farmacos com foco
na modulagdo de alvos moleculares importantes no
desenvolvimento do cancer, além da adequacgdo da
melhor comodidade do paciente no tratamento. Sendo
assim, nas ultimas décadas, a oncologia atravessou
intensas transformagdes, dentre elas, a incorporagdo de
antineoplasicos administrados por via oral. A
possibilidade de tratamento pelo uso oral reflete na
melhoria da qualidade de vida dos doentes”.

Nesse contexto, a PKB (proteina quinase B,
também conhecida como AKT) ¢ uma serina/treonina
quinase de grande interesse na oncologia devido a sua
fun¢do critica na regulacdo da proliferacio,
sobrevivéncia, metabolismo, metastase e invasdo de
células tumorais’. A desregulagio da atividade da PKB,
especialmente sua hiperativagdo, estd intimamente
associada ao desenvolvimento de varios canceres
humanos, com mutagdes oncogénicas de ativagdo
identificadas e tem sido comprovadamente responsavel
pela resisténcia a diversas formas de tratamentos,
incluindo terapias citotoxicas, anti-hormonais e
direcionadas’. A busca por moléculas com ag¢io frente a
enzima PKB levou a uma ampla exploracdo de andlogos
de inibidores competitivos de pirrolopirimidina de
ATP. Essa procura ocasionou na descoberta do
AZDS5363, aprovado em novembro de 2023 pela FDA
como Capivasertib’. Este, por sua vez, apds uso oral,
mostrou redug¢do da fosforilagdo de AKT e
biomarcadores in vivo, além de inibig¢do do crescimento
tumoral em um modelo de xenoenxerto de Cm".

Visando encontrar moléculas promissoras para
o planejamento de candidatos a fArmacos antitumorais
disponiveis por via oral em um curto espaco de tempo,
as técnicas computacionais, conhecidas como in silico,
sdo amplamente utilizadas para aproveitar informagdes
sobre estruturas de inibidores altamente eficazes e do
alvo molecular. As metodologias de planejamento de
farmacos assistidas por computador estdo ganhando
importidncia crescente na descoberta de novas
terapéuticas, sendo fundamentais para a identificagao
econdmica de candidatos promissores. Esses métodos
apresentam como vantagens a reduc¢do do uso de
modelos animais na pesquisa farmacoldgica, auxiliam
no planejamento racional de novos medicamentos
seguros € no reposicionamento de farmacos ja
comercializados’.

Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo utilizar estratégias computacionais para
identificar moléculas promissoras frente a PKB por
meio de construgdo de banco de inibidores e posterior
acoplamento molecular, analise dos pardmetros fisico-
quimicos e toxicologicos do melhor candidato a
inibidor e interpretagdo do mapa de interagdes
intermoleculares, contribuindo para a pesquisa e
desenvolvimento de novos candidatos a fadrmacos
antineoplasicos.

Materiais e Métodos

Para a busca por moléculas com potencial
bioativo para o tratamento do CM foi empregada a
triagem virtual hierarquica, utilizando estratégias
baseadas em ligantes seguidas por triagem baseada no
alvomolecular.

Construgdo do banco de moléculas

As moléculas a serem avaliadas foram
selecionadas através de trés métodos diferentes:
reposicionamento de farmacos, busca em produtos
naturais e triagem randomica.

Para o reposicionamento, 15 farmacos foram
selecionados de forma aleatéria com o critério de
inclusdo de que ndo foram previamente referenciadas,
e/ou investigados para o tratamento do céancer'.
Portanto, as seguintes moléculas foram eleitas:
alprazolam, nitazoxanida, cloroquina, celecoxibe,
diazepam, diclofenaco, indometacina, mefloquina,
montelucaste, tafenoquina, propranolol, sildenafila,
sulindaco, tolmetina e zolpidem.

A ssele¢do dos produtos naturais foi executada no
banco de produtos naturais COCONUT", elegendo 15
estruturas aleatorias correspondentes aos seguintes
cddigos: CNP0266139, CNP0274001, CNP0287732,
CNP0220185, CNP0234240, CNP0075646,
CNP0272606, CNP0304778, CNP0305075,
CNP0363370, CNP0251015, CNPO114214,
CNP0122175,CNP0208147, CNP0266149.

Por fim, 15 moléculas nido relacionadas as duas
bibliotecas anteriores que ndo possuissem registro de
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atividade bioldgica para a patologia de interesse foram
selecionadas de forma aleatoria para compor o ultimo
banco de moléculas (Material Suplementar - S1).

As 45 moléculas, advindas das trés abordagens,
foram desenhadas no formato 2D e convertidas para o
formato 3D no programa MarvinSketch'”” e submetidas
as etapas subsequentes da triagem virtual baseada em
ligantes.

Determinagdo de descritores fisico-quimicos,
topologicos e predicdo de toxicidade

Dentre uma gama de filtros moleculares
existentes, a regra de Lipinski” e de Veber somam
parametros validos e importantes na busca de estruturas
biodisponiveis por via oral, junto ao Teste de Ames”
responsavel pela predigdo de mutagenicidade. Logo, a
combinagdo desses trés filtros foi empregada para filtrar
os compostos selecionados.

Para tal, aquelas moléculas com uma ou mais
penalidades nos seguintes descritores fisicos-quimicos
foram excluidos, a saber: Massa Molecular < 500 Da;
cLogP < 5; Numero de atomos aceptores de hidrogénio
<10; Numero de dtomos doadores de hidrogénio < 5.

Numero de liga¢des rotaciondveis < 10; Area de
Superficie Polar (PSA, do inglés Polar Surface Area) <
140 A%; Ntimero de Doadores e Aceptores de ligagio de
Hidrogénio < 12. A seguir, as moléculas remanescentes
foram avaliadas quanto ao perfil de mutagenicidade,
aquelas com resultado negativo no teste de AMES
foram selecionadas para a etapa de acoplamento
molecular. O célculo de todos os parametros foi
efetuado através do servidor pkCSM™.

Sele¢do de alvo biologico 3D

A busca pelo complexo cristalografico da PKB
alfa foi realizada no Protein Data Bank'’ (PDB) onde a
selecdo foi efetuada com base no método de
determinagdo (difracdo de raio X), organismo de
interesse (humano), resolucio (< 2,0 A) e a presenca de
ligante cristalografico.

Preparo da proteina e realizag¢do de calculos de
acoplamento

Previamente aos cdlculos de acoplamento, a
estrutura da PKB alfa (PDB ID: 4GV1) foi preparada
com auxilio do programa AutoDock Tools mediante as
etapas de retirada de artefatos da cristalografia,
moléculas de 4gua, adi¢do dos hidrogénios e calculo da
carga Gasteiger. Em seguida, definiu-se o espago de
busca (grid box) utilizando as coordenadas espaciais do
ligante cristalografico como referéncia. Dessa forma,
foi construido um grid box centralizado no ligante
cristalografico, o inibidor AZD5363, com grid spacing
=1,0 A, dimensdes 20x 20x 20 A e coordenadas x, y e z,
respectivamente, -19,724, 4,599 ¢ 11,591. O
acoplamento molecular foi realizado no programa
AutoDock Vina, os parametros do acoplamento
molecular (tamanho e posicionamento da caixa) foram

avaliados através do célculo da diferenca da pose gerada
pelo AutoDock Vina e pose cristalogréfica, através da
determinacdo do RMSD (valor do desvio médio
quadratico), considerou-se satisfatorio quando o
RMSD foi inferior a 2A". As moléculas selecionadas
nas etapas anteriores foram submetidas ao acoplamento
molecular e classificadas por nimero de acordo com a
func¢do de pontuacdo do programa.

A eficiéncia de acoplamento molecular foi
avaliada através do reacoplamento e da analise ROC
através do SigmaPlot"” empregando um conjunto de seis
moléculas inibidoras (ativas) frente a PKB na propor¢ao
1:50 e falsas-positivas geradas no DUD-E, empregados
para realizar a validacdo e delimitacdo da AUC (Area
Soba Curva).

Para auxiliar na sele¢do das moléculas, foi
realizado um pds-processamento dos dados com o
emprego do calculo do indice de eficiéncia (IE) pela
seguinte formula:

IE = EA/NAP

IE: Indice de Eficiéncia®

EA: Energia de Afinidade calculada pelo AutoDock
Vina

NAP: Ntmero de Atomos Pesados

O mapa de interagdes intermoleculares foi
construido no servidor online PLIP (Protein-Ligand
Interaction Profiler)” e visualizagdo 3D no programa
Pymol™.

Resultados e discussio

O estudo das propriedades fisico-quimicas
durante o planejamento de farmacos € uma etapa muito
relevante para a predi¢do da biodisponibilidade oral de
moléculas promissoras™. Com a aplica¢ido dos filtros
fisico-quimicos nas 30 moléculas selecionadas de
produtos naturais e busca randdmica, a triagem
realizada pelos descritores de cada filtro contabilizou-se
um total 9 moléculas aprovadas pelas regras de Lipinski
e de Veber e pelo Teste de Ames. Esses compostos foram
reunidos na tabela 1 com os respectivos valores dos
descritores: 7 foram oriundas de produtos naturais e 2 de
origem randomica (abreviada como RD na tabela).

Com o objetivo de garantir capacidade de
visualiza¢do adequada da macromolécula em questio e
verificando os critérios estabelecidos, a estrutura
escolhida no PDB foi a de coédigo de identificagdo
4GV1, com fator de resolugdo igual a 1,49 A, método
experimental difracdo de raio X e complexada com o
candidato clinico AZD5363. O reacoplamento
molecular foi empregado para avaliar a capacidade do
programa de acoplamento em reproduzir a pose
determinada na cristalografia. Os resultados apontaram,
utilizando os parametros do grid box no AutoDock
Vina, um RMSD = 0,49 A (Figura 1) entre a pose do




DOURADO. L. O. e colaboradores

Revista Cientifica Eletrénica do Conselho Regional de Farmacia da Bahia, v.3, n.1, 2024.e03012403

Tabela 1. Resultado da aplicagdo dos filtros de Lipinski, Veber e Teste de Ames. Propriedades que foram

penalizadas estdo destacadas em vermelho.

Moléculas MM x[ogP ALH DLH ASP R AMHF T AMES
(Da) (A?%) DLH

CNP0266139 3524 3,17 4 1 152,5 1 5 Nio
CNP0274001 3844 2,82 5 2 164,6 4 7 Nio
CNP0220185 1882 2,70 3 1 82,6 0 4 Nio
CNP0075646 204,0 1,79 2 2 89,0 3 4 Nio
CNP0272606 3534 3,79 4 1 152,8 8 5 Nio
CNP0304778 3273 3,31 5 2 140,9 4 7 Nio
CNP0363370 2930 3,77 2 1 129,9 6 3 Nio

RDI' 180,0 1,19 3 3 74,3 2 6 Nio

RD22 164,1 1,49 2 2 69,5 2 4 Nio

Legenda: MM = Massa Molecular, ALH = Aceptores de Ligagdo de Hidrogénio, DLH = Doadores de Ligacdo de
Hidrogénio, ASP= Area de Superficie Polar, LR=Ligacdes Rotacionais, AMES =Potencial mutagénico.

1L . .
Acido cafeico

270 . , .
Acido p-cumarico

Fonte: Os autores, 2023.

ligante cristalografico e pose encontrada pelo programa
de acoplamento molecular. Desta forma, os pardmetros
foram considerados como adequados, pois quanto
menor o RMSD mais proximos no espago as duas
moléculas se encontram. Além disso, de acordo com a
literatura, um RMSD <2 A demonstra que a pose gerada
pelo programa estd proxima daquela determinada
experimentalmente'.

Figura 1. Resultado para a avaliagdo dos pardmetros do
acoplamento molecular. Em vermelho: pose
cristalografica; em verde: pose gerada pelo AutoDock
Vina.

Fonte: Os autores, 2023

Apds a avaliagdo do acoplamento molecular, foi
possivel calcular a AUC chegando a um resultado de
0,83 comprovando a capacidade satisfatéria do modelo
em diferenciar as moléculas verdadeiro-positivas das
falso-positivas.

Figura 2. Curva ROC obtida a partir de moléculas
verdadeiras e falsas-positivas para Proteina Quinase B.

1,0 1
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0,6 1

0,4 1
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— AUC = 0,83

0,2
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T T T
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Fonte: Os autores, 2023

Em sequéncia, as nove moléculas selecionadas
em adicdo aos 15 farmacos foram submetidas ao
acoplamento molecular por meio do AutoDock Vina.
Os resultados do acoplamento molecular para as 5
melhores moléculas estdo descritos na tabela 2.

Com o objetivo de aumentar a robustez dos
dados do acoplamento molecular, foi empregado o
indice de eficiéncia
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Tabela 2. Resultados do acoplamento molecular das 5 melhores moléculas e seus respectivos valores de

energia de afinidade (EA).

Sildenafila
EA: -8,8 kcal/mol

Montelucaste

EA: -8,8 kcal/mol

CNP0274001
EA: -8,4 kcal/mol

CNP0363370
EA: -8,4 kcal/mol

Celecoxib

EA: -8,4 kcal/mol

Fonte: Os autores, 2023

Este pode ser definido com uma medida molecular de
comparagdo entre ligantes, podendo estar relacionada
ao tamanho molecular (massa molecular, numero de
atomos pesados ou nimero de carbonos) ou darea de
superficie molecular. Desta forma, o indice de eficiéncia
foi calculado pela razao entre a EA de cada moléculae o
seu numero de atomos pesados (IE = EA/AP, onde IE:
indice de eficiéncia; EA: energia de afinidade; AP:

atomos pesados)™. Analogamente, conforme a tabela 3,
detectou-se pelo indice de eficiéncia da ligagdo que o
produto natural de cddigo CNP0363370, conhecido
como a Melosatina B, identifica-se como a melhor
molécula considerando os pardmetros relacionados.
Assim, foi gerado o mapa de interag¢des
intermoleculares a fim de corroborar os achados no
calculo do indice eficiéncia de ligagdo.

Tabela 3. indice de eficiéncia entre o valor de energia de afinidade e massa molecular dos compostos melhor

ranqueados
Molécula Energia de Atomos pesados Indice de
afinidade Eficiéncia
(kcal/mol)
CNP0363370 -8,4 22 -0,381
Celecoxibe -8,4 26 -0,323
CNP0274001 -8,4 28 -0,300
Sildenafila -8,8 33 -0,266
Montelucaste -8,8 41 -0,214

Fonte: Os autores, 2023
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Através da observacdo das interacdes intermoleculares
entre o sitio da PKB alfa e a Melosatina B, nota-se ndo
apenas interacdes hidrofobicas com residuos Vall64,
Lis179, Tre21l e Tre219 como duas ligagdes de
hidrogénio com os residuos Glu228 e Ala230 (figura 3).
O sitio ortostérico da proteina quinase B possui residuos
que facilitam o reconhecimento molecular através de
interacdes hidrofobicas, essa caracteristica molecular
esta de acordo com os dados encontrados entre a
Melosatina B ea enzima.

Figura 3. Intera¢des intermoleculares entre a
Melosatin B e os residuos de aminodcidos do alvo
proteina quinase B alfa. O ligante esta representado em
laranja e os residuos de aminoacidos em azul. Tragos
cinzas correspondem as interagdes hidrofobicas e linhas
azuis correspondem a ligagdes de hidrogénio.

THR-211
THR-291

.
t X
L& LYS-179

GLU-228

ALA-230

VAL-164

Fonte: PLIP, 2023.

A Melosatina B € um alcaloide isatina isolado da
espécie Melochia tomentosa L. conhecida como
candieiro, erva nativa da caatinga no nordeste
brasileiro, da familia Malvaceae e subfamilia
Sterculiaceae. A melosatina B ¢ um alcaloide amarelo
que apresenta a reacao de cor verde azulada com o 4cido
sulfiirico, tipica das isatinas™. A sintese do alcaloide
melosatina B perpassa quatro rotas sintéticas principais
que foram exploradas: (1) Areagdo de Diels-Alder entre
trans-1,3-butadieno-1-carbamato de benzila e 8-fenil-
oct-2-inoato de etila; (2) rearranjos 3,3 e 2,3-
sigmatropicos do dioxindol; (3) Sintese de 4cido
oxindol-4-carboxilico a partir de 2-metil-3-
nitrobenzaldeido e (4) a sintese do oxindol de
Gassman™.

Mediante ao exposto, ¢ possivel chegar a
conclusdo de que a Melosatina B, quando complexada
com a PKB, apresenta interagdes mais energéticas em
relagdo as demais moléculas analisadas. Com isso,
torna-se necessario ressaltar que produtos de origem
natural, como a Melosatina B, corrobora com o que
trabalhos publicados, como os de Cragg e
colaboradores”, descrevem: 61% da analise de novos

farmacos aprovados pelo FDA e por entidades
reguladoras de outros paises, no periodo de 1983 a
1994*, indicaram que os medicamentos recomendados
para tratamento de doengas infecciosas e do cancer
atingiram 520 novos, dos quais 61% dos
antineopldsicos eram de origem natural”.

Conclusao

No presente estudo, foi possivel identificar,
através de métodos de triagem in silico, moléculas com
potencial de inibicdo frente a enzima PKB. Apos o
acoplamento molecular os cinco melhores compostos
ranqueados que passaram pelos filtros fisico-quimicos,
topologicos e toxicoldgicos, descobriu-se que 3 eram
farmacos conhecidos e 2 se tratavam de produtos
naturais.

A andlise de interagdes intermoleculares apos os
estudos de acoplamento molecular mostrou interacdes
de natureza hidrofdobica e ligagdes de hidrogénio entre o
alvo e a Melosatina B, o produto natural de melhor
indice de eficiéncia ilustrando ser o composto que
possui uma melhor efetividade no delineamento das
interagdes com a PKB.

Historicamente, a maioria dos novos
medicamentos ¢ derivada de produtos naturais,
incluindo compostos derivados desses produtos, que,
apesar de serem produzidos para beneficio proprio, sdo
reconhecidos como verdadeiras fontes de uma ampla
gama de produtos quimicos. O fato de a Melosatin B ter
sido o melhor inibidor para a proteina quina B alfa,
ratifica esse dado e fomenta a pesquisa de novos
inibidores advindos de produtos naturais.

Além disso, também deve-se considerar a
importancia da possibilidade do reposicionamento
como estratégia inicial para triagem, visto que 4 das 5
moléculas mais promissoras dentro do universo das 45
escolhidas inicialmente se tratam de farmacos ja
aprovados no mercado, que possuem um relativo nivel
de seguranca e praticidade.
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Material Suplementar— S1: Banco de moléculas randémicas
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