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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais comum de cancer, afetando o intestino grosso
e o reto, sendo causado pelo acimulo de alteracBes genéticas e epigenéticas. A desregulacao
das vias de sinalizacao celular, como a PI3K, mTOR, ERK/MAPK, TNF-a e TGF-B, contribui
para o desenvolvimento do CCR. A Euphorbia tirucalli, planta conhecida como "aveloz",
contém flavonoides como kaempferol, isoquercetina e quercetina, com atividades antitumorais.
Uma tabela com 63 proteinas importantes na via de sinalizagdo do CCR foi elaborada,
selecionando cinco proteinas-alvo. Foi realizado o modelo de alinhamento flexivel de
flavonoides, resultando na selecdo do modelo 4, posteriormente a verificacdo de pontos
farmacoforicos e construcdo da estrutura Unica, denominada Flavol. A molécula Flavol foi
otimizada para melhorar sua eficacia terapéutica, levando ao desenvolvimento da Flavo2. O
volume do Flavo2 é de 378,867 unidades e sua densidade é de 1,04. Ele possui 8,0 aceptores e
6,0 doadores de ligacdes de hidrogénio, dentro dos limites aceitaveis. O Flavo2 apresenta um
QED medio de 0,67 para compostos atrativos, 0,49 para ndo atrativos e 0,34 para nao atrativos
altamente complexos. Sua permeabilidade Caco-2 prevista é expressa como -5,301 log cm/s,
cerca de 0,151 abaixo do valor considerado bom (>-5,15 log cm/s). O Flavo2 obteve a
permeabilidade Caco-2 abaixo do limite considerado bom e apresentou estabilidade e baixa
probabilidade de depuracdo hepética, mostrando-se como um inibidor da aromatase, podendo
afetar o equilibrio hormonal. Para a validagdo de complexos, foi necessario realizar o re-
docking, exceto do TGF-p, que ndo estava acoplada com um ligante. A interagdo entre o Flavo2
e amTOR resultou em uma energia de ligacdo de -8,74, envolvendo 12 ligantes no sitio de ATP
da mTOR. O Flavo2 mostrou uma interacdo proxima ao medicamento P1-103, com uma energia
de ligacdo de -8,78. Com a PI3K, o Flavo2 apresentou uma energia de ligacdo de -7,89, com
interagdo significativa com o residuo crucial. A interagdo com a ERK2 resultou em uma energia
de ligacdo de -7,64, enquanto com ulixertinibe foi de -7,65. A ancoragem com TGFpBR1
apresentou uma forte interacdo, com uma energia de ligacdo de -9,80, enquanto com
Galunisertib foi ligeiramente superior, em cerca de 0,15. Com o TNF-a, o Flavo2 teve uma
energia de ligacdo de -7,69, enquanto com SPD304 foi de -7,60, inferior ao Flavo2. Ao
comparar 0 composto Flavo2 com um farmaco sintético, observou-se que a energia de ligagédo
do Flavo2 foi superior em proteinas como PI3K e TNF-a. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas em relacéo as outras proteinas estudadas. E importante ressaltar que
sd0 necessarios testes complementares para validar esses resultados e aprimorar as propriedades
farmacocinéticas do Flavo2. Essas etapas sdo cruciais para o desenvolvimento de novos
medicamentos eficazes e seguros no tratamento do cancer colorretal.

Palavras chaves: Euphorbia tirucalli; Cancer, colon, molecular docking.
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ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is the third most common type of cancer, affecting the large intestine
and rectum, caused by the accumulation of genetic and epigenetic alterations. The dysregulation
of cellular signaling pathways, such as PI3K, mTOR, ERK/MAPK, TNF-a, and TGF-§,
contributes to CRC development. Euphorbia tirucalli, a plant known as "aveloz", contains
flavonoids like kaempferol, isoquercetin, and quercetin, with anti-tumor activities. A table with
63 important proteins in the CRC signaling pathway was created, selecting five target proteins.
Flexible alignment models of flavonoids resulted in the selection of model 4, followed by
verification of pharmacophoric points and the construction of a unique structure, named Flavol.
The Flavol molecule was optimized to improve its therapeutic efficacy, leading to the
development of Flavo2. The volume of Flavo2 is 378.867 units and its density is 1.04. It has
8.0 acceptors and 6.0 hydrogen bond donors, within acceptable limits. Flavo2 has an average
QED of 0.67 for attractive compounds, 0.49 for non-attractive, and 0.34 for highly complex
non-attractive compounds. Its predicted Caco-2 permeability is expressed as -5.301 log cm/s,
approximately 0.151 below the considered good value (> -5.15 log cm/s). Flavo2 obtained
Caco-2 permeability below the considered good limit and showed stability and low likelihood
of hepatic clearance, being an aromatase inhibitor that may affect hormonal balance. For
complex validation, re-docking was necessary, except for TGF-B, which was not coupled with
a ligand. The interaction between Flavo2 and mTOR resulted in a binding energy of -8.74,
involving 12 ligands in the ATP site of mMTOR. Flavo2 showed a close interaction to the drug
P1-103, with a binding energy of -8.78. With PI3K, Flavo2 presented a binding energy of -7.89,
with significant interaction with the crucial residue. The interaction with ERK2 resulted in a
binding energy of -7.64, while with ulixertinibe it was -7.65. The docking with TGFBR1 showed
a strong interaction, with a binding energy of -9.80, while with Galunisertib, it was slightly
higher by about 0.15. With TNF-a, Flavo2 had a binding energy of -7.69, while with SPD304,
it was -7.60, lower than Flavo2. When comparing the compound Flavo2 with a synthetic drug,
it was observed that the binding energy of Flavo2 was higher in proteins such as PI3K and TNF-
a. However, no significant differences were observed concerning the other studied proteins. It
is important to note that additional tests are needed to validate these results and improve the
pharmacokinetic properties of Flavo2. These steps are crucial for the development of new,
effective, and safe drugs for the treatment of colorectal cancer.

Keywords: Euphorbia tirucalli; Cancer; Colon; Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma neoplasia maligna, sendo representado por um conjunto de mais de cem
doencas, definido pelo crescimento desordenado de células que se agrupam formando tumores,
que invadem tecidos e 6rgdos vizinhos, ocasionando metastases. O cancer pode se desenvolver
por diversos fatores, como o envelhecimento, exposicdo a poluentes ambientais, sistema
imunossuprimido, mudancgas estruturais, predisposicdo genética, tabagismo, fatores sociais,
caréncia de prevencdo primaria, irradiacdo, consumo de bebidas alcodlicas e até a alimentacao.
Sendo um dos principais problemas de satde publica e representa a segunda causa de morte em
todo 0 mundo, na maior parte em paises de baixa e média renda (BRASIL, 2019; SAUDE;
SILVA, 2020).

O uso de plantas para tratamento e cura de doencas é uma pratica ancestral. Cerca de
60% dos farmacos utilizados no tratamento do cancer tém origem em produtos naturais. Esses
compostos extraidos das plantas, com potencial anticancerigeno, atuam interagindo com
proteinas e microtubulos. A familia Euphorbiaceae é uma das maiores e mais importantes
familias de plantas angiospermas, compreendendo cerca de 317 géneros e 8.000 espécies,
distribuidas em praticamente todas as regides do mundo. Originaria do Sul da Africa,
especialmente da regido de Madagascar, a espécie Euphorbia tirucalli € um exemplo marcante
desta familia. Introduzida no Brasil por volta de 1892, durante as antigas navegacoes, ela foi
inicialmente plantada no Nordeste do pais, onde se adaptou bem a locais de clima quente.
Posteriormente, a planta se disseminou por todo o territério brasileiro, principalmente nas
regides Norte e Nordeste (BRANDAO; DAVID; COUTO; NASCIMENTO et al., 2010;
COSTA-LOTUFO; MONTENEGRO; ALVES; MADEIRA et al., 2010).

O latex da Euphorbia tirucalli € uma fonte rica em flavonoides, compostos amplamente
reconhecidos por suas propriedades benéficas a saude. Os flavonoides sdo frequentemente
utilizados como corantes naturais e ingredientes em cosmeticos, mas além disso, eles também
desempenham um papel crucial em uma série de atividades bioldgicas. Estudos tém
demonstrado que os flavonoides presentes na Euphorbia tirucalli exibem uma gama
impressionante de atividades farmacoldgicas. Entre elas estdo acdo antitlcera, antidepressiva,
antimicrobiana, antiviral, antibacteriana, antidiabética, anti-inflamatoria, antiangiogénica,
antiproliferativa e atividades anticancerigenas (MAGOZWI; DINALA; MOKWANA,; SIWE-
NOUNDOU et al., 2021).

O CADD (Computer-Assisted Drug Design) estdo atraindo cada vez mais atencao, pois

podem ajudar a solucionar os problemas de escala, tempo e custo enfrentados pelas abordagens
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experimentais convencionais. O CADD inclui a identificagdo computacional de potenciais
alvos de medicamentos, a triagem virtual de grandes bibliotecas quimicas para encontrar
candidatos a medicamentos eficazes, a otimizagdo adicional dos compostos candidatos e a
avaliacdo in silico de sua toxicidade potencial, abrindo novas possibilidades para aumentar a
precisdo e a eficiéncia da descoberta in silico de medicamentos (SHAKER; AHMAD; LEE;
JUNG et al., 2021).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DO CANCER

Nos paises com elevado indice de Desenvolvimento Humano (IDH), as agbes de
prevencao, deteccao precoce e tratamento tém impacto significativo na reducdo da incidéncia e
das taxas de mortalidade por cancer, sendo assim, cruciais para diminuir as taxas de morbidade
e mortalidade. Com a identificagdo, tratamento rapido e adequado contribuirdo para a
minimizacao dos impactos indesejados da doenca. No Brasil, as regiées Sudeste, Centro-Oeste
e Sul possuem os maiores IDHSs, enquanto as regides Nordeste e Norte tém 0s menores indices.
A estimativa para o triénio de 2023 a 2025 no Brasil é de 704 mil casos novos de cancer e a
distribuicdo da incidéncia por regido geografica mostra que as regides Sul e Sudeste concentram
cerca de 70% dos casos, sendo que metade deles esta na Regido Sudeste, resultando assim, uma
grande variacdo na magnitude e nos tipos de cancer entre as diferentes regides do pais (figura
1) (DE OLIVEIRA SANTOS; DE LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023; SAUDE, 2023).

Figura 1: Distribuicdo dos canceres mais incidentes (taxa ajustada) por UF e sexo, 2023-2025. Os
canceres de colon e reto e de cavidade oral estdo entre os trés principais tipos. Em todos os estados da
Regido Centro-Oeste, o cancer de célon e reto é o segundo mais comum, seguido pelo cancer de pulmao.
Nas Regides Sudeste e Sul, o padrdo é semelhante, exceto no Espirito Santo, Santa Catarina e Rio

Grande do Sul, onde o cancer de pulméo € o segundo mais comum (INCA, 2023).
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O cancer de mama em mulheres ¢ o mais comum no Brasil, seguido pelo cancer de
prostata. Ja o cancer de colon e reto e o cancer do colo do Utero alternam a segunda posi¢do na
regido Centro-Oeste entre as Unidades Federativas (UF). Nas regifes Sudeste e Sul, o cancer
de cdlon e reto é o segundo mais frequente em todas as UF. Este tipo de cancer apresenta as
maiores taxas de incidéncia nas regides Sudeste (20,32/100 mil homens; 16,60/100 mil
mulheres), Sul (19,44/100 mil homens; 14,99/100 mil mulheres) e Centro-Oeste (17,63/100 mil
homens; 13,94/100 mil mulheres). As menores taxas sdo observadas nas regidoes Nordeste
(10,44/100 mil homens; 10,31/100 mil mulheres) e Norte (8,30/100 mil homens; 8,50/100 mil
mulheres) (DE OLIVEIRA SANTOS; DE LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023).

2.2 CANCER COLORRETAL

O intestino grosso € a parte mais curta do intestino e € dividido em oito partes distintas:
ceco, apéndice, cdlon ascendente, célon transverso, colon descendente, célon sigmoide, reto e
anus. O cdlon ascendente se inicia como uma continuacao do ceco até a flexura direita, onde se
conecta com o colon transverso, se estendendo da flexura direita até a flexura esquerda, onde
se encontra com o cdlon descendente, que continua até a flexura sigmoide, formando o intestino.
O cdlon e o reto sdo as partes finais do intestino grosso, responsaveis pela absorcdo de agua,
eletrolitos, pela formacdo e eliminagdo das fezes. O reto se estende do colon sigmoide até o

anus, dividido em juncéo retossigmoide, que é a transi¢do entre o colon sigmoide € o reto, 0
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corpo do reto e a ampola retal (figura 2) (ROSA; DOS REIS; DE OLIVEIRA; DO
NASCIMENTO et al., 2023).

O cancer colorretal (CCR) € o terceiro tipo mais comum no Brasil, sendo definido como
uma neoplasia maligna que afeta o intestino grosso e o reto, sendo uma consequéncia decorrente
do acumulo evolutivo de alteracdes genéticas e epigenéticas. Durante o triénio de 2023-2025,
a estimativa é de 45.630 numeros de casos, representando um risco estimado de 21,10 casos
por 100 mil habitantes, sendo 21.970 ocorrem entre homens e 23.660 entre mulheres. Espera-
se que até 2040, o cancer colorretal aumente em mais de 50% devido as mudancas demogréaficas
e ao estilo de vida da populagdo (CALLEGARI, 2021; PELEGRINI; BECKER; DE
OLIVEIRA; DE MELO, 2023).

Nos ultimos anos, paises que possuem o indice de Desenvolvimento Humano médio e
baixo, como China e Brasil, ttm apresentado um aumento significativo na incidéncia e
mortalidade por CCR. Isso pode estar relacionado com os fatores de risco associados ao
desenvolvimento dessa doenca, como baixa ingestdo de calcio, idade igual ou superior a 50
anos, obesidade, alimentacdo pobre em frutas e fibras, raca/etnia negra, sedentarismo,
tabagismo, consumo elevado de carne vermelha e processada, consumo excessivo de alcool e
fatores ambientais. Por outro lado, paises com indice de Desenvolvimento Humano muito alto,
como Estados Unidos, Japdo e Franca, possuem uma tendéncia de diminui¢do na incidéncia de
CCR. Isso pode ser estar relacionado com as mudancas no estilo de vida e ao acesso adequado
a deteccéo precoce e tratamento da doenca (MELO; DORNELAS, 2023; RAMOS; MENDES;
DE AQUINO FONSECA; EULALIO et al., 2023; SENGA; LIU; FRANGELLA, 2023).

O céancer colorretal geralmente se manifesta entre os 50 e 0s 70 anos, porém ha relatos
de casos graves com menos de 50 anos. A maioria dos casos de CCR é esporadica, cerca de
75%, ou seja, sem histérico familiar ou predisposicdo genética, porém cerca de 20% dos
pacientes possuem historico familiar. Cerca de 3 a 5% dos casos sdo pacientes portadores de
mutacGes germinativas associadas ao cancer colorretal hereditario sem polipose, mais
conhecido como sindrome de Lynch ou a polipose adenomatosa familiar (PAF). A deteccédo
precoce é realizada através de triagem, recomendada para todos os individuos maiores de 45
anos, independentemente da presenca de sintomas e com risco médio. Essa triagem se estende
até os 75 anos e ajuda a reduzir a probabilidade de mortalidade. Os sinais e sintomas do CCR
podem variar dependendo do tipo e localizagdo do tumor. Eles se caracterizam por mudancas
no habito intestinal, distensdo abdominal, sangramento nas fezes e sangramento anal. Além
disso, pode haver perda de peso inexplicada, cansaco, nduseas e vomitos (ALMEIDA; DE
OLIVEIRA; ALMEIDA; OLIVEIRA et al., 2023; MELO; DORNELAS, 2023; SENGA; LIU;
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FRANGELLA, 2023). Os pdlipos coldnicos (figura 2) sdo lesbes que podem se tornar cancer
e, por isso, é crucial identifica-los precocemente e tratd-los de maneira adequada. O adenoma
intestinal, uma lesdo benigna, tem o potencial de se transformar em displasia grave e,

posteriormente, em adenocarcinoma invasivo (NUNES; MESQUITA, 2006).

Figura 2. Microbiota intestinal do Céancer colorretal. Representacdo das alteracfes clinico-

patol6gicas frequentemente encontradas durante a progressao do CCR.
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Fonte: Autoria propria (2024)

A progressdo para o cancer colorretal tem inicio com o adenoma-carcinoma é
caracterizada por danos nos tecidos causados por fatores como bactérias e agentes cancerigenos,
desencadeando inflamacdo cronica (figura 3). Durante esse processo, células inflamatorias
prejudicam os tecidos, resultando em instabilidade cromossémica e danos ao DNA das células
em multiplicacdo, o que contribui para a formacéo de lesbes pré-cancerigenas. O diagndstico
do CCR envolve diferentes métodos, como exame proctologico, pesquisa de sangue oculto nas
fezes, colonoscopia e dosagem de CEA (carcinoembryonic antigen). Embora o diagnoéstico
definitivo seja feito por exame histopatoldgico, a tomografia computadorizada e a ressonancia
magnética nuclear sdo mais eficazes para identificar a doenca (MELO; DORNELAS, 2023,;
NUNES; MESQUITA, 2006).

O tratamento inicial do CCR e cirurgico, com remocao da parte afetada do intestino e
dos ganglios linfaticos abdominais. Em seguida, os pacientes geralmente passam por
radioterapia e quimioterapia para reduzir as chances de recidiva. Apos a cirurgia, 0 microbioma
dos pacientes pode ser alterado ndo apenas pela doenga, mas também pelo trauma cirurgico e
tratamentos como antibioticoterapia profilatica, aumentando o risco de complicacOes

infecciosas pos-operatdrias, como infecgdo do sitio cirdrgico. Além disso, os tratamentos
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posteriores, como quimioterapia, radioterapia ou imunoterapia, podem ter efeitos adversos
amplificados pela alteracdo no microbioma, afetando a resposta ao tratamento (SENGA; LIU;
FRANGELLA, 2023).(PAN; LAI; WU; HO, 2011).

Figura 3: Mecanismos e eventos moleculares que caracterizam a progressdo do CCR. A transicdo
para o cancer colorretal comega com 0 adenoma-carcinoma e é marcada por danos, causando inflamagéo
cronica. Durante esse processo, células inflamatdrias danificam tecidos, levando a instabilidade
cromossdmica e danos ao DNA em células proliferativas, contribuindo para a transformacgéo maligna.
Isso resulta na formacdo de lesBes pré-cancerigenas conhecidas como ACF (aberrant crypt foci),
associadas a perda do gene APC. Conforme o tumor progride, mutacGes se acumulam em genes como
K-ras, p53 e Smad4, e sdo ativadas as vias de sinalizagdo Wnt/-catenina e EGFR/PI3K/Akt. (PAN; LA,
WU; HO, 2011).
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2.3 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NO CCR

A descoberta de vias envolvidas na transducao de sinais desencadeados pela ativacdo
de receptores por seus ligantes nas células tumorais tornou possivel a identificacdo e posterior
validagéo de novos alvos terapéuticos do cancer, levando ao desenvolvimento de novas classes

de drogas, comumente conhecidas como terapias alvo. A desregulacdo das diversas vias de
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sinalizacdo celular, aumento e ou diminuicdo da atividade ou expressdo pode culminar no
descontrole de eventos fisiologicos, angiogénese, proliferacdo, metastase, ocasionando
patologias diversas, incluindo o CCR (figura 4) (DE OLIVEIRA SANTOS; DE LIMA;
MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023; LEITE; COSTA; CALLADO; TORRES et al., 2012,
ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Figura 4. Representac¢do esquematica das vias de sinalizacéo presentes no CCR. A ativagdo dessas
vias de sinalizacdo promove sobrevivéncia, expansao celular proliferacdo, metastase e angiogénese.
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Durante o desenvolvimento do tumor, varios eventos celulares podem ser desregulados.
Dentre eles podemos citar 0 aumento do crescimento e proliferacdo, uma maior resisténcia ao
mecanismo de morte celular e maior suscetibilidade & instabilidade gendmica e mutagdes,
possibilitando as células tumorais acumular alteracées em seu DNA. Essa desregulacdo € um
reflexo principalmente de alteracfes na atividade ou expressao das proteinas constituintes das
vias de sinalizacdo celular. Dessa forma, um melhor entendimento da participacéo das vias de
sinalizagdo celular na progressdo do cancer é um passo primordial para o desenvolvimento de
metodologias terapéuticas e de diagnostico para essa doenca, em particular do cancer colorretal,
gue ocupa o terceiro lugar em indice de incidéncia na populagédo brasileira (PAN; LAI; WU,
HO, 2011).
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2.3.1 mTOR

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) é uma serina treonina quinase
pertencente a familia 1 de proteinas quinases relacionadas a Fosfatidilinositol 3-quinase (P13K).
Ela é considerada um marcador especifico para a progressao tumoral e desempenha um papel
central na fisiologia humana, regulando a atividade de pelo menos 800 proteinas. A mTOR
coordena o metabolismo celular, o crescimento e a sobrevivéncia em resposta a horménios,
fatores de crescimento, nutrientes, energia e sinais de estresse. A mTOR, ou "target of
rapamycin” (alvo da rapamicina), € uma proteina que desempenha um papel crucial na
regulacdo do crescimento celular, controlando processos como traducdo, biogénese do
ribossomo e autofagia. Ela estd presente em dois complexos distintos: mMTORC1 e mTORC?2
(AZEVEDO, 2022; YANG; RUDGE; KOOS; VAIDIALINGAM et al., 2013).

O complexo mTORCL1 é ativado pela presenca de nutrientes, o que leva ao recrutamento
do complexo para lisossomos e endossomos tardios. Ele € composto por cinco componentes
principais: mTOR, que é a subunidade catalitica do complexo; RAPTOR, a proteina associada
a regulacdo de mTOR; mLST8, uma subunidade regulatéria positiva; e as subunidades
regulatorias negativas PRAS40 e DEPTOR. Esses componentes desempenham papeis
especificos na regulacdo da atividade do complexo mTORC1. (YIP; MURATA; WALZ;
SABATINI et al., 2010).

O mTORC2 responde principalmente aos fatores de crescimento, promovendo a entrada
no ciclo celular, a sobrevivéncia celular, a polarizagdo do citoesqueleto de actina e a producéo
anabdlica. Ele é composto por vérias proteinas, incluindo mTOR, proteina ativada por estresse
mamifero quinase interagindo proteina 1 (mSIN1), companheiro insensivel de rapamicina da
mTOR (RICTOR) e proteina observada com RICTOR (Protor-1). O mTOR possui quatro
dominios: FAT e o FATC esses dominios se aproximam, expondo sequéncias funcionais que
interagem de forma estavel, formando uma estrutura semelhante a um andaime no complexo
proteico quando estdo dobrados, o FRB € o sitio de ligacdo do complexo FKBP12-Rapamicina
ao mMTOR, localizado em proximidade ao sitio de ligacdo do ATP no dominio quinase e um
dominio catalitico (kinase domain - KD), que contém dois lobos, N-terminal e C-terminal
(AZEVEDO, 2022; CHEN; ZHOU, 2020).

Os componentes MTORC1 e mTORC2 estdo superexpressos e atuam na tumorigénese
do CCR. Estudos demonstraram um aumento na expressao de mRNA de mTOR, Raptor e
Rictor em estagios avangados de CCR, sugerindo uma associagdo de mTOR com a progressao

e metastase, além disso, 0s niveis de, Raptor e Rictor também foram significativamente
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elevados em CCR (GULHATI; BOWEN; LIU; STEVENS et al., 2011).

Os principais reguladores de atividade de mTOR sdo PI3K/PTEN/AKT e
Ras/Raf/MEK/ERK (figura 4). Na via PI3K/Akt/mTOR, a Akt é regulada por dois supressores
de tumor: o PTEN, que antagoniza a PI3K e, portanto, inibe a Akt, e o heterodimero
TSC1/TSC2, que inibe 0 mTOR ao inibir a atividade de Rheb. A Akt ativa 0o mTOR por meio
da fosforilacdo direta de TSC2 (hamartina-tuberina) e inibindo a AMPK, o que ativa a atividade
de Rheb (homdlogo Ras enriquecido no cérebro) e mTOR-Raptor. Essa via regula diversos
eventos celulares, como crescimento, proliferacdo, metabolismo, sintese de proteinas e lipidios,
e autofagia. Além disso, a ativacdo anormal da via PI3K/AKT/mTOR é comum em ambientes
cancerigenos, inclusive no cancer colorretal. Estudos demonstraram queo tratamento com
inibidores de mMTORC1 reduziu a carga tumoral em modelos de camundongos com FAP
(polipose adenomatosa familiar), mostraram sinalizacdo de mTORC1 pode ser induzida nos
polipos intestinais (DE OLIVEIRA, 2013; HAY, 2005; PROSSOMARITI; PIAZZI,
ALQUATI; RICCIARDIELLO, 2020).

O sitio de ATP de mTOR esté localizado entre dois lobos e € composto pelos residuos
Leu2185, Lys2187, Asp2195, Tyr2225, 11e2237, Trp2239, Val2240, Cys2243, Asp2244,
Thr2245, Met2345, 11e2356 e Phe2358, sendo Val2240 e Trp2239 residuos cruciais para inibir
a atividade do mTOR. Nas células tumorais, 0 mTOR anormalmente ativado desempenha um
papel crucial no estimulo ao crescimento, metastase e invasdo de tecidos saudaveis. A via
principal de ativagdo do mTORCL inclui a homologia PI3K/fosfato e mutagdes deletérias no
gene supressor de tumor do cromossomo 10 (PTEN)/AKT/TSC. Mutagdo genética nesta via
pode resultar em tumores malignos. Ademais, a expressao do PTEN é frequentemente
suprimida por modificacBes epigenéticas, genéticas e pos-transcricionais, promovendo a
ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR em muitos tumores malignos. Essa via regula a proliferacéo e
sobrevivéncia das células-tronco do cancer de c6lon (CCSC), contribuindo para a recorréncia e
metastase no cancer de colon esporddico. O mTOR é constantemente estimulado nos tumores,
mantendo o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais, desempenhando
um papel fundamental na biologia tumoral (XIE; WANG; PROUD, 2016; ZOU; TAO; LI;
ZHU, 2020).

Em condicBes de nutrientes adequados, 0 mTOR é ativado, promovendo processos
anabdlicos como a sintese de proteinas, lipidios e nucleotideos, além de estimular o
armazenamento e a utilizagéo eficiente de energia. Por outro lado, em condigdes de escassez de
nutrientes, 0 MTOR ¢ inibido, 0 que ajuda a preservar a energia celular e os materiais

necessarios para a sobrevivéncia. A regulacdo anormal da via mTOR esté associada a diversas
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condig@es patologicas, incluindo o cancer, em até 70% de todos os tumores humanos. As células
tumorais frequentemente apresentam uma demanda aumentada por nutrientes e energia para
sustentar seu crescimento descontrolado. Por essa razéo, a atividade desregulada do mTOR é
observada com frequéncia em diversos tipos de tumores (XIE; WANG; PROUD, 2016; ZOU;
TAO; LI; ZHU, 2020).

Um dos inibidores mais conhecidos da viamTOR € a rapamicina, que recebeu seu nome
devido a sua capacidade de se ligar a proteina mTOR. Inicialmente desenvolvida como um
imunossupressor para prevenir a rejeicdo de enxertos, a rapamicina foi posteriormente
identificada como um potente inibidor da mTOR. A rapamicina se liga a uma proteina chamada
FKBP12, formando um complexo que se une especificamente ao mTORC1, mas ndo ao
MTORC?2, inibindo seletivamente algumas das fungées do mTORC1. Estudos indicam que a
rapamicina afeta principalmente substratos mais fracos do mTORC1, como a proteina
ribossdmica rpS6 quinase, tendo um efeito limitado sobre outros substratos. Essa especificidade
na inibicdo de alvos do mTORCL1 torna a rapamicina uma ferramenta valiosa para estudar a
funcdo e a regulacdo da via mTOR em diferentes contextos fisioldgicos e patoldgicos (AL,
MITRA; AKTER; RAMPROSHAD et al., 2022; XIE; WANG; PROUD, 2016).

2.3.2PI3K

Um dos alvos cruciais no curso do CCR é a fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K), uma
quinase que faz parte de uma familia Gnica e conservada de enzimas, frequentemente
desregulada no cancer. A ativacdo da via de sinaliza¢cdo comega com a ligagédo de fatores de
crescimento, como o IGF1 (fator de crescimento semelhante a insulina), ou RTKSs na
membrana, ativando PI3K, que fosforila o PIP2 (fosfatidilinositol-3,4-bifosfato) em
PIP3(,fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato) recrutando proteinas com dominio PH, como Akt e
Pdk1, a membrana. A ligacdo ao PIP3 induz uma mudanca conformacional na Akt, expondo os
residuosThr308 e Ser473. Esses residuos sdo fosforilados por Pdkl e mTORC?2, ativando
completamente a Akt para fosforilar multiplos substratos (figura 4). Existem oito enzimas PI3K
em mamiferos, agrupadas em trés classes. As mais relevantes no contexto do cancer séo as
quatro enzimas da classe I, denominadas PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky e PI3KJd. Estas sdo
heterodimeros compostos por uma subunidade catalitica de 110 kDa (p110a, p110pB, p110y ou
p11038) e uma subunidade reguladora (DANIELSEN; EIDE; NESBAKKEN; GUREN et al.,
2015; MATSUO, 2015).

As PI3Ks da classe | sdo as mais estudadas e importantes em relagdo ao cancer. A
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ativacdo da via PI3BK/AKT é controlada por quatro tipos principais de sensores; 0s receptores
tirosina quinases (RTKSs), que coletam amostras de fatores de crescimento, 0s receptores
acoplados a citocinas e proteinas G, que sdo ativados por uma ampla gama de ligantes
diferentes, e as integrinas , que detectam a adesdo célula-célula e célula-matriz ap6s a ligagdo
apropriada, esses sensores, em conjunto com seus cofatores, ativam quinases a jusante na
familia fosfatidilinositideo 3-quinase (DANIELSEN; EIDE; NESBAKKEN; GUREN et al.,
2015; VARA; CASADO; DE CASTRO; CEJAS et al.,, 2004; WONG; ENGELMAN;
CANTLEY, 2010).

A familia PI3Ks desempenham papeis essenciais em muitos processos celulares,
incluindo metabolismo, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia e classe PI3K regula
multiplos processos celulares. Uma super ativacdo da via esta frequentemente presente em
malignidades humanas e desempenha um papel fundamental na progressdo do céncer e
consequentemente, sua inibigcdo tornou-se uma abordagem promissora na terapia do cancer. Por
isso ha uma extensa pesquisa em busca de inibidores de PI3K (VANHAESEBROECK;
PERRY; BROWN; ANDRE et al., 2021).

As vias PI3K/Akt sdo consideradas como uma estratégia promissora para a terapia de
diversos tipos de cancer. Uma analise tecidual de p6lipos colorretais demonstrou que mutacées
no gene PIK3CA, que codifica a subunidade p110a, foram encontradas em 6% das lesdes nao
malignas. 1sso sugere que essas alteracBes genéticas podem ser eventos primarios na
tumorigénese do CCR (DE SOUZA; DIAZ, 2013; PAPADATOS-PASTOS; RABBIE; ROSS;
SARKER, 2015).

A maioria dos inibidores PI3K sdo competitivos com ATP, a bolsa de ligagcdo ao ATP
estd em uma fenda entre os dois Iébulos do dominio quinase, com um residuo de valina na
extremidade da fenda. O bolso de ligacdo do ATP de PI3K esté localizado em uma fenda entre
os I6bulos N e C-terminal do dominio catalitico da quinase de p110a, formado pelos residuos
Trp780, 1le-800, Lys802, Asp810, Tyr-836, 11e848, Glu849, Val851, GIn859, Met922, 11932,
Asp933 e Phe-934, porém o residuo Val851 é o aminoacido chave para a inibi¢ao de PI3Ka
(FAES; DORMOND, 2015; VANHAESEBROECK; PERRY; BROWN; ANDRE et al., 2021;
ZHAO; ZHANG; CHEN; LU et al., 2014).

O PI-103 € um farmaco recentemente sintetizado que atua como inibidor tanto damTOR
quanto da PI3K, duas proteinas com sitios de ATP semelhantes. Ele pertence a classe
piridofuropirimidina, competindo com o ATP, que é essencial para a atividade enzimatica das
quinases, ligando-se ao bolso de ligacdo dentro do dominio catalitico. Isso, por sua vez,

interrompe a via de sinalizagcdo PI3K/Akt/mTOR e afeta diversos processos celulares, como
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crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo (LUO; ZHONG; GUO; ZHANG et al.,
2020; PARK; CHAPUIS; BARDET; TAMBURINI et al., 2008).

2.3.3 ERK/MAPK

A quinase regulada por sinal extracelular (ERK) via, também chamada de via da
proteina quinase ativada por mitégeno de 42/44 kDa (MAPK) pertence a uma grande familia
de serina-treonina quinases que desempenham um papel crucial na proliferacdo celular e
apoptose induzida por alguns antiinflamatorios ndo esterdides. A via Ras/Raf/MEK/ERK
regulam o complexo TSC2, sendo que a ativacdo do Ras leva a fosforilagdo da TSC2, agindo
como um "interruptor" para importantes oncoproteinas. Inicialmente, a molécula Ras € ativada
pela ligacdo de fatores de crescimento, horménios ou citocinas, e entdo ativa a cinase Raf, que,
por sua vez, fosforila a MEK, que ativa a ERK. A ERK, por fim, fosforila substratos citosolicos
e nucleares essenciais para a regulacdo da expressdo génica, metabolismo e rearranjos do
citoesqueleto. As quinases ERK1/2 ativadas fosforilam substratos que regulam a progresséo,
diferenciacdo e sobrevivéncia do ciclo celular. Mutacdes presentes em Ras e Raf sdo comuns
em diversos tipos de cancer humano, incluindo colon (figura 4) (DE OLIVEIRA, 2013; FANG;
RICHARDSON, 2005; KOHNO; POUYSSEGUR, 2006).

A cascata de sinalizacdo ERK possui efeito antiapoptdtico. A cascata ERK ativa a
transcricdo de varias redes de sinalizagdo proliferativa impulsionadas pelos fatores de
transcricdo da familia FOS, Elk-1, Jun e ETS, bem como Myc. Esses fatores apoiam a
proliferacdo de células cancerigenas, promovendo a entrada no ciclo celular, a angiogénese e a
sobrevivéncia. A ativacdo elevada da via de sinalizacdo ERK MAPK foi detectada em varios
tumores humanos, como cancer de ovario, c6lon, mama, tireoide, pancreas, cérebro e pulmao.
A ativacdo continua da via de sinalizacdo ERK-MAPK pode promover a transformacéo de
células normais em tumores, enquanto a inibicao da via de sinalizacdo ERK-MAPK pode inibir
0 crescimento do tumor in vivo. Além disso, a via de sinalizacdo ERK desempenha um papel
em varias etapas do desenvolvimento tumoral, incluindo invasdo tumoral e metastase,
degradacdo da matriz extracelular tumoral, angiogénese e migragdo de células tumorais
(KOHNO; POUYSSEGUR, 2006; SUGIURA; SATOH; TAKASAKI, 2021).

ERK1 e ERK2 humanos sdo cerca de 84% idénticos em sequéncia e possuem muitas
funcdes em comum. ERK1/2, como quase todas as proteinas quinases, contém extensées N e
C-terminais separados por uma fenda catalitica onde 0 MgATP se liga para a transferéncia de

fosforil no sitio ativo que fornecem especificidade de sinalizagdo. Os I6bulos N contém cinco
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folhas B, bem como uma alga rica em glicina conservada altamente flexivel que atua no
posicionamento do ATP ligado para clivagem e transferéncia de fosforil. O 16bulo N possui
uma hélice aC sensivel a conformagdo que desempenha um papel crucial na ativagao da quinase
(AGRAWAL; DILLON; DENNING; PULENDRAN, 2006; BARBOSA; ACEVEDO;
MARMORSTEIN, 2021).

Ap0ds a alca em glicina que é a parte mais flexivel do I6bulo N, ajudando a posicionar 0s
fosfatos p e y do ATP para catalise, encontra-se uma valina conservada (VV81/85 no MEK1/2 e
V56/39 no ERK1/2) que interage hidrofobicamente com a adenina do ATP, had um glutamato
conservado proximo ao centro da hélice aC (E88/71 em ERK1/2) nas proteinas quinases. NO
lobo C-terminal, existem quatro folhas f e seis hélices a conservadas. Dentro da cadeia B3 do
I6bulo N, ha um motivo Ala-XXX-Lys (residuos 95-97/99-101 no MEK1/2 e 69-71/52-54 no
ERK1/2). Essa lisina da cadeia B3 forma uma ponte salina importante com um glutamato
conservado da hélice aC (residuo 114/118 no MEK1/2 e 88/71 no ERK1/2), sendo essencial,
mas nado suficiente, para a ativacdo da quinase (BARBOSA; ACEVEDO; MARMORSTEIN,
2021; ROSKOSKI JR, 2012).

Nos estagios iniciais do CCR séo impulsionados, em parte, por mutacdes no KRAS e
no BRAF, que resultam na ativagéo da cascata de sinalizacdo ERK1/2, regulando a proliferacédo
celular, metastase, a transicdo epitelial para mesenquimal (EMT), migracdo e invaséo. Estudos
recentes revelam que a ativacdo de ERK2, desempenha um papel central na metastase hepatica
em modelos de xenoenxerto de CCR em camundongos e um aumento significativo na
fosforilagcdo de ERK2 em relagdo a ERK1 em tumores primarios de c6lon humano associados
ao desenvolvimento de metastases. A inibicdo seletiva de ERK é uma abordagem potencial para
0 tratamento do céncer, no entanto, ndo ha nenhum inibidor seletivo de ERK disponivel
atualmente. Em muitas células tumorais, a mutacdo de Ras ou Raf causa a hiperativacao de
ERK seguida de proliferacdo celular desregulada, sugerindo que a inibi¢do de ERK representa
uma abordagem potencial para o tratamento do cancer (OHORI; KINOSHITA; OKUBO;
SATO et al., 2005; UROSEVIC; NEBREDA; GOMIS, 2014).

2.3.4 TNF-a

A inflamacéo € considerada um fator crucial para a patogénese do cancer e por isso, 0
polimorfismo dos genes relacionados tem sido objeto de estudo nos ultimos anos. O fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina multifuncional produzida principalmente por

macrofagos e células tumorais. Envolvida na inflamacgéo, apoptose, sobrevivéncia celular e
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imunidade, atuando através de dois receptores. Possui massa molecular de 26 kDa, 157
aminoacidos, sendo considerado um homotrimero. Foi originalmente encontrada sendo
expressa em macréfagos e atualmente foi descoberta a expressao por uma ampla variedade de
células. O TNF-a é produzido principalmente por macrofagos ativados, linfocitos T e células
natural killer (NK). A expressao suprimida é conhecida por uma variedade de outras células,
incluindo fibroblastos, células musculares lisas e células tumorais (ROSU; MIHNEA,;
ARDELEAN; MOLDOVAN et al., 2022; SETHI; SUNG; AGGARWAL, 2008; VAN
HORSSEN; TEN HAGEN; EGGERMONT, 2006).

O TNF-a faz parte da superfamilia de citocinas TNF/TNFR, considerada uma proteina
transmembrana do tipo Il, podendo atuar como uma proteina integrada a membrana quanto
como uma molécula sollvel, interagindo com seus dois receptores especificos: TNFR1
(TNFRSF1A) e TNFR2 (TNFRSF1B). O TNFRL1 é expresso na superficie de diversos tipos de
células, incluindo células epiteliais tumorais, enquanto o0 TNFR2 é principalmente encontrado
como uma proteina transmembrana em células hematopoiéticas (MERCOGLIANO; BRUNI;
ELIZALDE; SCHILLACI, 2020).

Apos a ligagdo do TNF-a, o TNFR1 recruta a proteina adaptadora TRADD para seu
dominio de morte citoplasmatico, isso resulta na ativagdo das vias NF-kB e JNK, ap0és interacdo
de TRADD com RIP-1 e TRAF-2, promovendo a sobrevivéncia celular. O complexo NF-kB,
que estd inativado no citoplasma da célula, se liga a IkB-quinase (IKKf), que contém IKK-a e
IKK-B. A proteina inibitoria IkB-a ¢ fosforilada, ubiquitinada e degradada por proteassomas,
liberando NF-«B para translocar para o ndcleo, ativando genes como o Muscle Ring Finger-1
(MuRF-1). Por outro lado, na via de sinalizagdo para sobrevivéncia, a TRAF2 atrai as proteinas
inibidoras da apoptose 1 e 2 (clAP-1 e clAP-2), que blogueiam a ativacdo da caspase 8. A
ligacdo do TRAF2 também inicia uma cascata de fosforilacdo, levando a ativacao dos fatores
de transcricdo cFos/cJun, por meio da MAPK e JNK. (figura 4) (BARBOSA; CARNEIRO;
MARTELLI; TRIGO, 2018; RODRIGUES, 2013).

O TNF-a ¢ codificado por um unico gene localizado no cromossomo 6 humano,
proximo aos genes do complexo principal de histocompatibilidade. Este gene possui trés introns
e quatro éxons, sendo o Ultimo éxon responsavel pela maior parte da codificacdo da proteina,
enquanto os primeiros contém a sequéncia peptidica lider. O TNFa ¢ sintetizado como uma
proteina de membrana tipo II de 26 kDa que forma um homotrimero, conhecida como TNFa
transmembrana (tmTNFa). Produzido por células tumorais ou células inflamatérias no
microambiente tumoral pode promover a sobrevivéncia das células tumorais, componente

critico do sistema imunologico, eficaz vigilancia, possui papel fundamental para a proliferacéo
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e funcdo de células NK, celulas T, células B, macrdfagos e células dendriticas. No entanto, a
desregulacdo de TNF-alfa tem sido associada a uma ampla variedade de cancer. O papel do
TNF-alfa tem sido associado a todas as etapas envolvidas no tumorigénese, incluindo
transformacdo celular, promocdo, sobrevivéncia, proliferacdo, invaséo, angiogénese e
metastase (SETHI; SUNG; AGGARWAL, 2008).

O TNF-a ¢ encontrado em niveis elevados em tumores solidos e no soro de pacientes
com CCR, desempenhando um papel crucial no desenvolvimento metastatico. A perda da
expressdo da E-caderina € um ponto crucial na mudanca do tumor benigno para o tumor
maligno, desempenhando um papel essencial na transicdo epitelial-mesenquimal. O TNF-a
promove essa transi¢do ao diminuir a presenca da E-caderina em células de cancer, resultando
no aumento da capacidade de movimento, migracédo e invasdo nas células do célon. Em busca
de inibir TNF-a, os anticorpos sintéticos etanercepte, infliximabe e adalimumabe, ligam-se
diretamente ao TNF-a, evitando sua associagdo com o receptor do fator de necrose tumoral
(TNFR), porém esses anticorpos podem causar efeitos colaterais graves, como provocar uma
resposta autoimune anti-anticorpos ou o enfraquecimento das defesas imunologicas do corpo a
infeccOes oportunistas (ALOTAIBI; LI; GOODERHAM, 2023; CHAN; LEE; YANG; CHE et
al., 2010; CRUCERIU; BALDASICI; BALACESCU; BERINDAN-NEAGOE, 2020).

2.35TGF-B

A familia do fator de crescimento transformador beta (TGF-p) faz parte de uma familia
de citocinas de 25 kDa que estdo envolvidas no crescimento, diferenciacdo, apoptose e
expressao da matriz celular. Existem trés isoformas de TGF-f§ em mamiferos, nomeadamente
TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3, que sdo membros da superfamilia de ligantes secretados, incluindo
as activinas, inibinas e proteinas morfogenéticas 6sseas. Os ligantes secretados iniciam 0s sinais
a jusante, estimulando os receptores transmembranares e os dominios das serina-treonina
quinases citoplasmaticas intrinsecas. O TGF-f interage primeiro com o receptor TGF-p tipo II
(TGF-B II) e depois com o receptor TGF-p tipo I (TGF-B 1), levando ao arranjo de um complexo
receptor heterotetramérico (HALDER; BEAUCHAMP; DATTA, 2005; KUMAR;
ATHAVAN; LOGANATHAN; SARAVANAN et al., 2018).

As proteinas da superfamilia TGF-f3 compartilham uma estrutura dimérica, na qual a
hélice central de 3-1/2 voltas de um mondmero se encaixa contra a superficie concava formada
pelas fitas B do outro mondmero. A maioria dos membros da familia ¢ estabilizada por uma

ligacdo dissulfeto entre cadeias que conecta os mondmeros. TGF-f tipo I e tipo 11, sdo expressas
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no epitélio de mamiferos, sendo cada uma codificada por um gene Unico, a isoforma mais
abundante e onipresente é 0 TGFB1. Apds a ligacdo ao TGF-B, o TGFBR2 recruta e fosforila
o0 receptor TGF-B tipo I (TGFBR1), o que ativa a atividade da proteina quinase. Possuem uma
estrutura semelhante, com pequenos ectodominios ricos em dissulfeto que adotam uma dobra
de toxina de trés dedos (~120 residuos), dominios transmembranares de uma Unica extenséo
(~30 residuos) e dominios citoplasmaticos de serina-treonina quinase (~400 residuos) (HINCK,
2012).

A sinalizacdo de TGF- ¢ mediada pela familia de proteinas Smad, recentemente
identificada. Quando o TGF-f se liga, forma-se um complexo ligante-receptor que ativa o
receptor tipo . Esse receptor, por sua vez, fosforila Smad2 e Smad3. Smad4 forma complexos
com Smad?2 e Smad3 fosforilados, e juntos acumulam-se no ndcleo. Enquanto Smad3 e Smad4
tém atividades de ligacdo ao DNA, Smad2 nédo pode se ligar diretamente ao DNA. Geralmente,
0s Smads sdo recrutados para promotores responsivos interagindo com parceiros de transcricdo
(L1U, 2003; MASSAQUS; HATA, 1997).

E relatado que 0 TGF-B suprime o crescimento de células epiteliais normais e pré-
malignas. No entanto, 0 acumulo de alteracGes genéticas e epigeneticas nas células cancerigenas
muda a fungdo do TGF-p ¢ contribui para a disseminagdo de tumores para outras células. As
celulas cancerigenas produzem e secretam TGF-B, o que promove seu potencial invasivo e
metastatico. Nas células epiteliais normais, o0 TGF-p atua como um supressor de tumores €
regula a proliferacdo celular, apoptose, diferenciacdo, senescéncia, adesdo e motilidade
(GELDENHUYS; NAKAMURA, 2010; HINCK, 2012; SYED, 2016; XU; PASCHE, 2007).

O TGF-p transita de ser um inibidor do crescimento de células tumorais para se tornar
um estimulador de crescimento e invasdo durante a progressao do CCR. Embora nédo se
compreenda completamente 0 mecanismo por tras dessa mudanca de efeito do TGF-p, estudos
demonstraram que ele aumenta a producdo de diversos fatores de crescimento mitogénicos,
como TGF-a, FGF e EGF. Além disso, o TGF-B pode ativar vias independentes dos SMAD,
como a via Ras/sMAPK, JNK e PI3K/AKT (XU; PASCHE, 2007).

Dessa forma, 0 TGF- pode estimular a proliferagdo de células cancerigenas colorretais
em conjunto com essas vias oncogénicas e também desempenha um papel importante na
regulacdo da adeséo celular, da motilidade e da composicdo da matriz extracelular, processos
esses que estdo relacionados a invasao tumoral e & formagao de metéstases, angiogénese e a
imunossupressdo. Celulas de carcinoma de cdlon metastatico responderam a proliferacdo
induzida por TGF-B, enquanto carcinomas de colon de sitio primario moderado a bem

diferenciado tiveram crescimento inibido por TGF-pB. Pacientes com altos niveis de proteina
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TGF-B em seus tumores primarios de CCR tém maior probabilidade de recorréncia da doenga
em comparagdo com pacientes cujos tumores apresentavam baixos niveis de TGF-p
(LAMPROPQULOS; ZIZI-SERMPETZOGLOU; RIZOS; KOSTAKIS et al., 20123; b).

2.4 EUPHORBIA TIRUCALLI

Conhecida popularmente no Brasil como aveloz, arvore-do-lapis, cega-olho ou espinho-
italiano apresenta-se como arbusto com pequenos caules que apresentam em torno de 2 metros,
possui um latex leitoso com propriedades toxicas e presenca de inflorescéncias especializadas
chamada ciatio, sendo de interesse humano desde os tempos antigos por conter um latex
utilizado como medicamento tradicional, como agente anti-helmintico, anti-sifilitico e anti-
tumoral (DO NASCIMENTO; PAZ; LIMA, 2020; ERNST; GRACE; SASLIS-
LAGOUDAKIS; NILSSON et al., 2015).

Euphorbia tirucalli L., € uma dicotileddnea com uso medicinal documentado em varias
partes do mundo. Por exemplo, povos indigenas da Africa e da Asia utilizam o latex como
purgante e para tratar reumatismo, neuralgia e dor de dente, em Taiwan, os caules sdo fervidos
em agua para fazer uma bebida anticancer. No Brasil, a E. tirucalli é utilizada para o tratamento
de Ulceras, inflamacdes e verrugas, é facilmente obtida pela quebra do caule e é consumida
principalmente por via oral, ap6s dissolucdo em agua, por pessoas com diversos tipos de cancer.
Ha& varios relatos de efeitos antineoplésicos positivos em tumores experimentais ou células
humanas. Extratos de E. tirucalli de trés regibes do Brasil apresentaram atividade
antiproliferativa contra leucemia (HL-60), linfoma (células de linfoma de Daudi Burkitt) e
células de melanoma B16/F10. Altas dilui¢Bes de latex de E. tirucalli foram eficazes na inibicéo
do crescimento de células de melanoma humano (MV3) e linhas celulares de c6lon HCT-116,
além de células de cancer de mama humano (MCF7) (CARDIAL; MACIEL; ALMEIDA,
CARDOSO et al., 2023; MARTINS; APPEL; COUTINHO; SOARES et al., 2020).

O latex da planta Euphorbia tirucalli é considerado tdxico, especialmente ao entrar em
contato com a pele e as mucosas, causando irritacdo e danos, a exposicdo ocular ao latex ¢
considerada uma emergéncia medica que pode levar a cegueira sem tratamento adequado. A
ingestdo do latex é rara e geralmente causa sintomas leves relacionados a irritacdo da cavidade
oral, es6fago e estdmago. A toxicidade desse latex ainda ndo foi completamente compreendida,
mas acredita-se que seus efeitos toxicos sejam mediados pelo pH, por mecanismos pro-
inflamatorios e imunomediados, levando a necrose. Estudos mostraram que o latex da

Euphorbia tirucalli é capaz de diminuir a expressao de proteinas como as ciclinas A, B1 e D1,
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assim como a fosforilacdo da proteina Rb (proteina do retinoblastoma). Essa ultima regula a
expressao da quinase dependente de ciclina 2 (CDK2), enquanto estimula as proteinas p21 e
p27, conhecidas por inibir a CDK. Esses resultados sugerem que o latex pode ajudar a modular
o ciclo celular, afetando a proliferagéo celular e, potencialmente, tendo aplicagGes promissoras
no tratamento do céncer, especificamente nas fases S e G2 do ciclo celular (BINCKLEY;
ZAHRA, 2021; CARDIAL; MACIEL; ALMEIDA; CARDOSO et al., 2023; WACZUK;
PEREIRA; MACHADO; DE OLIVEIRA, 2012).

Figura 5: Euphorbia tirucalli.

Fonte: Castro, 2022

2.5 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo um grupo de compostos fenolicos derivados da via dos
fenilpropandides e do acetato, que sdo precursores de diversos tipos de substancias, como
aminoacidos alifaticos, terpenoides e acidos graxos, entre outros. Esses compostos estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal, e mais de 4200 variedades de flavonoides séo
conhecidas até agora. Os flavonoides podem ser divididos em 12 subgrupos, incluindo
chalconas, estilbenos, auronas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flobafenos, diidroflavondis,
flavonois, leucoantocianidinas, proantocianidinas e antocianinas, dependendo do grau de

oxidacgdo do anel heterociclico e do numero de grupos hidroxila ou metila no anel benzénico.
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Além disso, vérias modificacbes, como glicosilacdo, acilagdo e outras, assim como a
polimerizacdo molecular, resultam em uma grande variedade de compostos flavonoides. Até o
momento, mais de 9.000 flavonoides vegetais foram isolados e identificados (DORNAS;
OLIVEIRA; DORES; SANTOS et al., 2007; DOS SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Na subclasse dos flavonoides encontra-se a rutina, um heterosideo glicosilado, que
contém a quercetina como precursora e a isoquercetina como molécula intermediaria. A
quercetina (3,5,7,3’-4’-pentahidroxiflavona) € o principal flavonoide presente na dieta humana,
é um flavonol abundante em uma grande variedade de plantas e alimentos, sendo encontrada
em alimentos na forma de glicosilada, ligada covalentemente a uma molécula de aclcar. A
isoquercetina, também chamada de quercetina-3-glicosideo é formado pela unido da quercetina
com uma molécula de glicose. A semelhanca estrutural entre a quercetina, a Q3G e a rutina é
evidente, 0 que resulta em atividades bioldgicas semelhantes entre os trés compostos. A
isoquercetina, uma substancia complementar na biossintese da rutina, também se destaca pelo
seu potencial de aplicacdo industrial. A isoquercetina é mais biodisponivel pelo organismo do
gue a quercetina e a rutina em termos de absorcdo (ARAUJO, 2012; COSTA, 2020; MORAES;
JORGE; GONZAGA; DOS SANTOS, 2022).

O kaempferol (3,5,7-tri-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona), possui um
peso molecular de 286,23 e 0 ponto de fusdo entre 276-278 graus Celsius. Sua aparéncia é de
um pd amarelo puro, translucido e cristalino, com uma leve solubilidade em agua devido as
suas propriedades hidrofobicas derivadas da estrutura de difenilpropano, sendo presente em
varias partes de plantas, como folhas, flores e sementes. O composto quimico conhecido como
kaempferol possui uma estrutura de difenilpropano (C6-C3-C6), que é comum em diversos
flavonoides. A formacédo desse composto ocorre a partir da combinacdo de trés moléculas de
malonil-CoA (C6) com uma molécula de 4-cumaril-CoA (C3-C6) (MELCHIADES, 2019;
MORAES; JORGE; GONZAGA; DOS SANTOS, 2022; SILVA, 2021).

Os flavonoides presentes no latex da Euphorbia tirucalli, sdo amplamente utilizados
como corantes naturais e para cosmético, apresentam acdo antillcera, antidepressiva,
antimicrobiana, antiviral, antibacteriana, antidiabética, antiinflamatdria, antiagiogénica,
antiproliferativa e atividades anticancerigenas, contendo um papel terapéutico nas doencas
intestinais nos mecanismos de cancer e apoptose (MAGOZWI; DINALA; MOKWANA,;
SIWE-NOUNDOU et al., 2021).



29

26 METODOS COMPUTACIONAIS COMO FERRAMENTAS PARA O
PLANEJAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

O CADD surgiu como uma alternativa para reduzir o tempo e 0s custos das operacdes
envolvidas no processamento de farmacos, evitando a interrupcéo precoce do farmaco durante
as avaliagOes clinicas e a realizacdo de experimentos desnecessarios. Além disso, a utilizacdo
desses recursos otimiza a pesquisa em busca de novos farmacos para o tratamento de diversas
doencas. Essas ferramentas fornecem resultados preditivos que possibilitam a identificacdo das
caracteristicas estruturais essenciais das moléculas investigadas, as quais determinam sua
atividade bioldgica, isto é, o farmaco6foro. (BAIG; AHMAD; RABBANI; DANISHUDDIN et
al., 2018; DOS SANTOS NETO; DA SILVA AGUIAR; DA SILVA NETO; AGUIAR et al.,
2024; RIBEIRO, 2018; SHANMUGAM; JEON, 2017).

As ferramentas de CADD séo classificadas em duas categorias principais: planejamento
de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés Structure-Based Drug Design)
e planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés Ligand-Based
Drug Design). O LBDD é caracterizado por sua independéncia em relacéo ao receptor/enzima,
utilizando métodos como QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), CoMFA
(Comparative Molecular Field Analysis), Volsurf (Volume-Surface Area) e Meteor, sendo estes
altimos os mais comuns. Por outro lado, o0 SBDD é dependente do receptor/enzima, com 0
Docking e a Dinamica Molecular emergindo como os métodos computacionais mais
proeminentes para essas analises (BAIG; AHMAD; RABBANI; DANISHUDDIN et al., 2018;
LIMA; LIMA,; 3, 2021). Essas abordagens computacionais tém revolucionado a descoberta de
medicamentos, permitindo a identificagdo e o desenvolvimento de candidatos a farmacos de
forma mais répida, importante para a economia tanto de tempo quanto de recursos financeiros
e eficiente do que os métodos tradicionais (PANIAGO, 2018).

O LBDD utiliza informacGes sobre as propriedades fisicas, quimicas, eletronicas,
estéricas e topoldgicas de compostos com atividade biologica conhecida para aprimorar as
moléculas sob uma perspectiva farmacodindmica. Essa estratégia se destaca em situagcdes em
que a estrutura do alvo néo € identificada previamente. Para isso, é fundamental compreender
as caracteristicas estruturais e quimicas necessarias para a ligacdo das moléculas ao alvo
desejado. O LBDD desenvolve um modelo denominado modelo farmacoférico com base nesse
entendimento das moléculas que se ligam ao alvo, utilizando-o para criar novos candidatos a
farmacos. Adicionalmente, o LBDD pode estabelecer uma relagdo quantitativa e preditiva entre
a estrutura e a atividade (QSAR) (SHANMUGAM; JEON, 2017; TAVARES, 2022).
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A abordagem LBDD é amplamente empregada na area de Quimica Medicinal e tem
sido essencial no desenvolvimento de diversos medicamentos. Esse método apresenta diversas
vantagens, como a exigéncia de menos recursos computacionais e taxas de sucesso superiores
no processo de design de farmacos. Contudo, uma de suas limitacdes é a capacidade limitada
de identificar compostos candidatos a medicamentos com estruturas significativamente
distintas daquelas ja conhecidas. Para contornar essa restricdo, o0 SBDD surge como uma
abordagem complementar que se destaca na identificacdo de compostos candidatos a
medicamentos com estruturas Unicas, porém similares aos medicamentos ja existentes
(PEREIRA, 2022; TAGUCHI; TURKI, 2020).

2.6.1. TRIAGEM VIRTUAL POR PADRAO FARMACOFORICO

O conceito de "farmacoforo” foi introduzido por Paul Ehrlich em 1909, é uma técnica
que utiliza o alinhamento de estruturas moleculares em 3D para identificar as caracteristicas
essenciais necessarias para que um composto se ligue e ative um alvo biol6gico. O farmacdéforo
é descrito como um conjunto de propriedades estéricas e eletrdnicas que sdo essenciais para que
0 composto interaja de forma ideal com o alvo bioldgico, influenciando sua resposta de maneira
positiva ou negativa. Nesse método, os grupos funcionais responsaveis pelas interacdes
especificas entre o farmaco e o receptor séo investigados por meio de alinhamentos no espaco
tridimensional. Essa abordagem é fundamental no processo de design de novos farmacos,
incluindo todas as principais caracteristicas envolvidas na interacdo do ligante com o sitio
receptor. Na abordagem baseada em ligantes, o0 método de superposicdo de moléculas ativas é
utilizado para identificar caracteristicas quimicas essenciais comuns que sdo necessarias para a
bioatividade desses compostos. O farmaco6foro, na préatica, abrange atributos quimicos
especificos, como a capacidade de formar ligagdes de hidrogénio, interaces eletrostaticas,
propriedades hidrofdbicas, entre outros (BAIG; AHMAD; ROY; ASHRAF et al., 2016;
RODRIGUES, 2022; SILVA, 2012).

Scaffold Hopping, também conhecido como salto de andaime, foi cunhado por Gisbert
Schneider e colegas em 1999, cujo os principais objetivos do scaffold hopping na quimica
medicinal s&o contornar a atual posicao de propriedade intelectual, gerar novas séries de leads
com melhor seletividade e/ou melhorar as propriedades farmacocinéticas de ativos conhecidos,
modificando seus esqueletos quimicos, retendo caracteristicas moleculares essenciais. E uma
estratégia de design molecular que consiste na modificacao do ndcleo de uma molécula bioativa

existente para criar uma nova molécula patentedvel, visando aprimorar seu potencial.
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(ACHARYA; YADAV; NAGPURE; KUMARSAN et al., 2023; BOHM; FLOHR; STAHL;
WU; ZHENG,; LIU; LI et al., 2022).

Outra ferramenta importante é o Design DE NOVO que utiliza programas de encaixe
para conceber novas estruturas candidatas a farmacos, que se encaixam em um sitio-alvo
especifico, visando gerar novos compostos com propriedades farmacolégicas e fisico-quimicas
desejaveis. Esse processo visa explorar o espaco quimico, criando novas moléculas a partir do
zero para complementar as bibliotecas quimicas ja existentes. O termo "de novo™ significa
"desde o inicio", indicando a capacidade de gerar novas entidades moleculares sem um modelo
prévio. As vantagens do design de medicamentos de novo incluem a exploragdo de um espago
quimico mais amplo, a criacdo de compostos que representam nova propriedade intelectual, o
potencial para terapias novas e aprimoradas, e o desenvolvimento eficiente de candidatos a
medicamentos em termos de custo e tempo. (HOQUE; CHATTERJEE; BHATTACHARYA,
BISWAS, 2017; MOUCHLIS; AFANTITIS; SERRA; FRATELLO et al., 2021; POPOVA;
ISAYEV; TROPSHA, 2018; WANG; WANG; SUN; WANG et al., 2022; XIONG; XIONG;
CHEN; JIANG et al., 2021).

2.6.2. DOCKING MOLECULAR

O encaixe molecular esta entre um dos métodos in silico baseados em estrutura, que cria
um modelo tridimensional de um potencial ligante e o encaixa em uma macromolécula-alvo
usando interacOes calculadas. Desde seu surgimento em 1970, o docking molecular tem se
destacado como uma ferramenta crucial para compreender a interacdo entre compostos
quimicos e seus alvos moleculares, desempenhando um papel fundamental na descoberta e no
desenvolvimento de medicamentos. Seu principal objetivo é prever o modo de ligacdo e a
afinidade de pequenas moléculas dentro do sitio ativo de um receptor de interesse. Esse
processo utiliza softwares disponiveis gratuitamente para uso académico e algoritmos que
procuram sitios de ligacdo para encaixar o ligante no espago 3D definido na macromolécula-
alvo, sem a necessidade de experiéncia em programacdo de computadores ou comandos
digitados (PINZI; RASTELLI, 2019; S SCHWEIKER; L TAUBER; M LEVONIS, 2020).

A acoplamento molecular, simula o encaixe entre duas moléculas, baseando-se na
atualizacdo do conceito "chave-fechadura” de Emil Fischer, surgindo o conceito "encaixe
induzido™. O encaixe induzido sugere que o substrato, ao se ligar a enzima, induz uma mudanca
conformacional que pode ser transmitida as subunidades vizinhas, influenciando o processo

catalitico. Essa teoria também se aplica a interagdo de inibidores com enzimas ou agonistas e
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antagonistas com receptores (figura 6) (SANTOS, 2021; VERLI; BARREIRO, 2005).

Figura 6. Modelo encaixe induzido

Mudanga da Complexo enzima-
conformacgao da enzima substrato

Fonte: Autoria prépria (2024)

O acoplamento molecular compreende duas etapas essenciais: a amostragem e a
avaliacdo. Durante a amostragem, ocorre uma minuciosa explorag¢ao do espacgo conformacional
das moléculas participantes do processo de acoplamento. A flexibilidade tanto do receptor
quanto do ligante contribui para a vastidao desse espaco conformacional, permitindo que cada
molécula se ajuste de acordo com a outra. Para restringir essa ampla gama de possibilidades
conformacionais, € comum manter o receptor em uma conformacgao rigida. A avaliacdo, parte
crucial do acoplamento molecular, consiste na analise de cada posi¢do amostrada por meio de
uma funcéo de pontuacdo para determinar sua adequacdo. Essa pontuacdo é fundamental para
decidir quais conformacdes serdo mantidas durante a amostragem e classificar as posicoes
retidas com base na probabilidade de estarem corretas (ASIAMAH; OBIRI; TAMEKLOE;
ARMAH et al., 2023; MCNUTT; FRANCOEUR; AGGARWAL; MASUDA et al., 2021).

Ao final do processo de acoplamento, obtemos um conjunto de poses da molécula
acoplada, ordenadas de acordo com sua probabilidade de sucesso. O acoplamento molecular
desempenha um papel fundamental em programas de descoberta de medicamentos, auxiliando
na selecdo entre um grande numero de pequenas moléculas para identificar possiveis
candidatos. Essas previsdes nao apenas otimizam o tempo e 0s custos envolvidos, mas também
podem fornecer informacBes sobre os usos tradicionais das plantas medicinais e revelar
potenciais novas aplicacdes (ASIAMAH; OBIRI; TAMEKLOE; ARMAH et al., 2023;
MCNUTT; FRANCOEUR; AGGARWAL; MASUDA et al., 2021).
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Esse método possui como vantagens a exploracdo de um espago quimico mais amplo, o
projeto de compostos que constituem nova propriedade intelectual, o potencial para terapias
novas e melhoradas e o desenvolvimento de candidatos a medicamentos de maneira eficiente
em termos de custo e tempo (MOUCHLIS; AFANTITIS; SERRA; FRATELLO et al., 2021).

2.6.3 QUIMIOMETRIA APLICADA AOS ESTUDOS QSAR

A Andlise (QSAR) do inglés Quantitative Structure-Activity Relationship, sdo modelos
matematicos geralmente quantitativos, relacionando a propriedades estruturais e eletrénicas das
moléculas com sua atividade bioldgica, busca estabelecer modelos baseados em descritores
fisico-quimicos de moléculas com atividade bioldgica conhecidas e similares. Em QSAR,
existem duas abordagens principais para construir modelos matematicos. Uma delas utiliza o
método de regressdo linear maultipla (RLM), a segunda abordagem emprega métodos
qguimiomeétricos, como a analise de componentes principais. A RLM é sensivel a colinearidade
entre os descritores, o que pode tornar os coeficientes de regressdo instaveis e sem significado
em conjuntos de varidveis altamente correlacionadas, ou seja, quando os descritores estdo
altamente correlacionados, a RLM pode produzir resultados instaveis e pouco confiaveis. Ja a
Quimiometria emprega métodos matematicos e estatisticos para analisar e interpretar sistemas
quimicos complexos descritos por multiplas variaveis (ALENCAR FILHO, 2012; FERREIRA;
MONTANARI; GAUDIO, 2002; PEREIRA, 2014).

Os métodos quimiométricos, como a PCA, sdo mais robustos nesse aspecto e podem
aproveitar a colinearidade para melhorar a modelagem. Esses métodos sdo especialmente Gteis
em sistemas complexos com muitos descritores, como 0 QSAR3D, onde centenas ou milhares
de variaveis sao geradas. Além disso, os métodos quimiométricos podem auxiliar na selecdo de
variaveis, sendo vantajosa a combinacdo de diferentes metodologias (ALENCAR FILHO,
2012; FERREIRA; MONTANARI; GAUDIO, 2002; PEREIRA, 2014).

2.6.4 DINAMICA MOLECULAR (DM)

A historia da Dindmica Molecular teve inicio nos anos 1950, quando 0s primeiros
computadores realizaram simulag6es de sistemas simples com as contribui¢Ges inovadoras de
Fermi, Pasta e Ulam em 1955, seguidas por Alder e Wainwright em 1957. A dindmica
molecular (DM) evoluiu para se tornar uma ferramenta robusta e amplamente empregada na

analise das propriedades termodindmicas e dinamicas classicas de sistemas nas areas de



34

quimica, biologia e ciéncia dos materiais. Nas Ultimas décadas, houve um crescimento
exponencial dessa técnica, culminando em 2013 com pesquisadores Martin Karplus, Michael
Levitt e Arieh Warshel sendo laureados com o Prémio Nobel de Quimica. A Simulagdo de
Dinamica Molecular destaca-se como uma das técnicas computacionais mais versateis para a
investigacdo de macromoléculas bioldgicas. No planejamento racional de medicamentos com
base na estrutura, as simulacdes de DM tém desempenhado um papel significativo em varias
etapas do processo, a metodologia da DM é fundamentada nos principios da Mecanica Classica
e proporciona informacgdes sobre o comportamento dindmico microscopico dos &tomos
individuais que compdem o sistema, ao longo do tempo (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA,
2008; PALMA; PIERDOMINICI SOTTILE, 2023; ZHANG,; LIU; YAN; TUCKERMAN et
al., 2019).

O estudo da dindmica molecular em escala atbmica desperta grande interesse devido a
sua importancia no entendimento de diversos fendmenos, tais como a movimentacdo de
dominios, o impacto de pequenas moléculas na estrutura de enzimas, o dobramento de
proteinas, a rotacdo de grupos laterais, a dissociacdo de complexos, entre outros. Esses
processos sdo comumente explorados por meio de simulagGes que utilizam campos de forca
moleculares, compostos por conjuntos de parametros e fungdes de energia potencial
empregados para calcular a energia do sistema. E fundamental ressaltar que tais simulacdes
também tém a capacidade de prever como as biomoléculas irdo reagir, em nivel atbmico, a
perturbagdes como mutagdes, fosforilagdes, protonacdes, adigbes ou remogdes de ligantes. Essa
abordagem possibilita a simulagdo de condi¢bes experimentais in vitro e fornece detalhes
conformacionais abrangentes sobre complexos moleculares (HOLLINGSWORTH; DROR,
2018; SARTORI, 2017)
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3. JUSTIFICATIVA

Os casos de tumores diagnosticados estdo aumentando a cada ano, tornando-se um
problema de satde publica em todo 0 mundo. O cancer colorretal é uma das neoplasias malignas
mais comuns no ocidente, com cerca de metade dos pacientes morrendo em menos de cinco
anos apos o tratamento. O tratamento do cancer continua sendo um desafio, apesar dos grandes
avancos e das extensas pesquisas, as opcdes terapéuticas ainda se limitam a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. E comum a ocorréncia de falhas, como a
capacidade das células tumorais de desenvolver mecanismos intracelulares de resisténcia a
medicamentos, com uma etiologia multifatorial, além da toxicidade e dos inimeros efeitos
colaterais dos tratamentos, que frequentemente prejudicam a qualidade de vida dos pacientes
(COSTA; SILVA, 2017; FANG CHIA, 2002; PEROVANO FILHO; RINHEL; DE
OLIVEIRA; DE MELO et al., 2024).

Os estudos in silico apresentam como vantagens a rapidez na execucao, o baixo custo e
a capacidade de reduzir o uso de animais em ensaios, trazendo economia de recursos
financeiros. Essas abordagens computacionais tém revolucionado a descoberta de
medicamentos, permitindo a identificacdo e o desenvolvimento de candidatos a farmacos mais
seguros (DE MACEDO; DE MELO FILHO; ANDRADE, 2013; PANIAGO, 2018).

A quimioterapia, uma das formas de tratameto do cancer , que utiliza drogas que atuam
em celulas, interferindo no seu processo de crescimento e divisdo celular, possue diversos
efeitos adversos, entre eles, alteracGes gastrintestinais, hematoldgicas, nauseas, vémitos e
diarreia, além disso esses medicamentos podem causar varias toxicidades, como
neurotoxicidade da oxaliplatina, mielossupressdo, neuropatias periféricas (CUPERTINO;
MARCONDES; GATTI, 2008).

Assim, torna-se imprescindivel a descoberta de novos biocompostos para reduzir os
efeitos adversos, a resisténcia a medicamentos e consecutivamente aumentar a expectativa de
vida dos pacientes acometidos com CCR, Esse esforgo contribui significativamente para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes e seguras no combate a essa doenca.
Avancos nesse campo sdo essenciais para proporcionar uma melhor qualidade de vida aos
pacientes, bem como para avancar no conhecimento cientifico e na préatica clinica,

impulsionando assim a evolucdo da medicina e da salde como um todo.
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4. HIPOTESE

As substancias bioativas presentes nos constituintes do latex de Euphorbia tirucalli
possuem potencial anticancerigeno, podendo ser utilizadas no tratamento do céncer de

colorretal.

5. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO

5.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a busca in silico de compostos bioativos presentes na espécie Euphorbia tirucalli com

propriedades anticancerigenos contra o cancer colorretal .

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Selecionar proteinas presentes na via de sinalizacdo do cancer colorretal;

2. Selecionar compostos bioativos presentes na Euphorbia tirucalli com atividade
anticancerigena;

3. Realizar o levantamento bibliografico da estrutura tridimensional das proteinas selecionadas;

4. Realizar estudos de ancoragem molecular e analisar as principais interagdes intermoleculares
que resultam na formacao do complexo proteina-ligante;

5. Construir o design molecular de novos compostos com perfis de propriedades desejaveis

6. Avaliar a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade modelos construidos;
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6. METODOLOGIA

6.1 SELECOES DE PROTEINAS ALVO

As estruturas co-cristalizadas foram baixadas do Protein Data Bank (PDB) e
selecionadas as que possuiam organismos Homo sapiens, auséncia de mutacGes e melhores
resolugdes. Apds a avaliagdo da validagdo da estrutura no wwPDB (Worldwide Protein Data
Bank) presente no PDB e avaliacdo da qualidade da estrutura do ligante para assegurar a
qualidade e a integridade dos dados, as estruturas mTOR (I1D:4JT5) e PI3K (ID:4L23) ERK
(ID;7AUV), TGFBR1 (ID:5E8S) e TNF-a (ID:2AZ5) foram baixadas em formato PDB para o

processo de ancoragem molecular.

6.2 SELECAO DOS LIGANTES E FARMACOS DE REFERENCIA

A selecdo de compostos foi realizada ap6s uma busca em dados como, como PubMed,
Scielo e ScienceDirect de compostos presentes na Euphorbia tirucalli com atividades
antitumorais, comprovadas em estudos in vitro e in vivo e posteriormente foi construido uma
tabela. Foi realizado uma triagem das classes mais documentadas em estudos in vitro e in vivo
em relagdo ao cancer colorretal, onde foi selecionados os flavonoides para a construcdo desse
trabalho. O download dos flavonoides selecionados foi realizado nos bancos de dados
PubChem, Lotus e DrugBank. O Kaempferol (PubChem ID: 5280863), Quercetina (PubChem
ID: 5280343) e Isoquercetina (PubChem ID: 5280804) e posteriormente foram selecionados
farmacos que atuam na inibicdo do sitio das proteinas alvo, eles serdo referéncia para avaliacdo
de resultados, entre eles, PI-103 (PubChem ID: 9884685) Ulixertinib (PubChem ID:
11719003), Galunisertinib (PubChem ID: 10090485) e SPD304 (PubChem ID: 5327044). Os
ligantes e farmacos foram baixados em formato SDF e utilizado o software OpenBabel versao

3.1.1 para conversdo para formato PDB.

6.3 CONSTRUCAO DO FARMACOFORO

Para a construcdo do farmacdéforo utilizamos o software MOE (Molecular Operating
Environment) versdo 2015.10, onde primeiramente foi construido uma base de dados com os
flavonoides escolhidos e posteriormente foi realizado o alinhamento flexivel para detectar o
scaffold, que gerou 4 variacGes, sendo escolhida a 4 devido ao melhor alinhamento.
Posteriormente foi realizado a busca por pontos farmacoféricos e apos a detec¢do dos pontos
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de atividades farmacoldgicas foi realizado a construgdo da molécula hibrida e adi¢do de grupos

funcionais presentes nas moléculas de mesma familia, conjugadas a um so ligante.

6.4 OTIMIZACAO DO COMPOSTO

Observou-se que a presenca de um grupo de glicose ligado a posicdo 3 do anel C por
meio de uma ligacdo glicosidica, proveniente da isoquercetina, impactou significativamente as
propriedades fisico-quimicas e interagc6es bioldgicas com as proteinas-alvo. Entdo foi realizado
uma otimizagdo de leads no software MOE, essa mudanca foi crucial para a otimizacdo da

molécula Flavol e manteve os pontos de atividade farmacoldgica.

6.5 ANALISE DE ADMET

Para analise ADMET (Absorc¢éo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade),
foi utilizado o OpenBabel para conversdao das estruturas em SMILES e posteriormente 0s
SMILES foram adicionados software ADMETIab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com/) e para a

previsdo de propriedades fisico-quimicas, medidas de quimica medicinal, pontos finais ADME,
pontos finais de toxicidade e regras de toxicoforos, selecionando assim compostos promissores

para exploracdo adicional.

6.6 VALIDACAO DA ANCORAGEM MOLECULAR

Antes da realizacdo da docagem foi preciso realizar uma validacdo dos protocolos de
docking através do chamado processo de re-docking, onde o ligante co-cristalizado presente
nas proteinas-alvo do PDB é preparado para reproduzir o encaixe original. A preparacdo do
ligante foi realizada no AutodockTools 1.5.7, onde o ligante original e a proteina foram
baixados e preparados. Foi utilizado o GRID com as coordenadas para o sitio original,
disponiveis nas opcdes de download do PDB. Na preparacdo, as moléculas de agua foram
removidas e hidrogénios foram adicionados, mesclando os ndo polares. As cargas de Kollman
foram adicionadas e o ligante e a proteina foram salvos no formato PDBQT.

A validagdo foi feita considerando um critério d¢ RMSD < 2,0 A para as estruturas
obtidas. Em seguida, o software Discovery Studio 2021 foi utilizado para realizar a
sobreposicao das estruturas original e preparada. Esse processo, chamado superimpose, permite
verificar se ambas as estruturas estdo com o ligante no mesmo sitio, validando assim a estrutura

3D e os protocolos de docking molecular utilizados.


https://admetlab3.scbdd.com/
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6.7 ANCORAGEM MOLECULAR

O ligante e as proteinas foram preparadas no AutoDockTools versdo 1.5.7. A preparacao
iniciou com a delecdo de ligantes presentes na estrutura, das moléculas de agua. Em seguida,
foram adicionados hidrogénios e mesclados hidrogénios ndo polares, adicionadas cargas de
kollmann e salvo em formato PDBQT. Para o ligante foram definidas e selecionadas as tor¢oes
e os arquivos foram salvos em formato PDBQT. Posteriormente foram definidos os mapas e 0
GRID, com as coordenadas para o sitio de ATP, para mTOR (x = 53.482,y =0.810e z = -
46.680), para PI3K (x = 27.050, y = 46.100 e z = 41.068), ERK (x =5.205, y =8.029 e z
=45.093), TGFBR1 (x =4.085, y =6.757 e z = 3.822). O tamanho foi definido para as
coordenadas x, y e z (50 A x 50 A x 50 A) com os pontos com espacamento de 0,375 A, ja para
TNF-a no sitio de ligacdo do receptor com as coordenadas (x =-19.819, y =74.409 e z = 38.240)
seu tamanho foi definido para as coordenadas x, y e z (60 A x 60 A x 60 A) com os pontos com
espacamento de 0,375 A. Foi realizado a preparacéo do arquivo GPF e o inicio da corrida para
a geracao do arquivo DLG, posteriormente foram definidos os algoritmos para o docking e o

arquivo DPF, onde foi realizada a corrida e geracdo do arquivo DLG.

6.8 ANALISE DOS RESULTADOS

Os valores de energia resultantes da interagdo entre o ligante e o alvo foram calculados,
e em seguida, os complexos resultantes foram submetidos a uma andlise visual por meio do
software Discovery Studio 2021, uma ferramenta de simulacdo e modelagem molecular,
especializada no estudo de sistemas bioldgicos, possibilitando a exploracdo das estruturas e
fungdes das biomoléculas. Isso permite a criacdo e visualizagao das interagdes, culminando na
producdo de um diagrama 2D ilustrativo com todos os residuos que interagiram com o ligante
e as regibes aceptoras e doadoras de hidrogénio.

O GraphPad foi utilizado para criar o Heat Map, que é uma técnica bidimensional de
visualizacdo de dados que usa cores para representar a magnitude de valores individuais em um
conjunto de dados. Ele foi utilizado para avaliar as energias de ligacdes a partir da ancoragem

molecular.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 SELECOES DE PROTEINAS ALVO

Os receptores desempenham um papel crucial no reconhecimento de moléculas-sinal,
que podem estar expostas tanto na superficie celular quanto no interior das células. Apds a
ligacdo com as moléculas-sinal, esses receptores transmitem informacdes para outras proteinas
no interior da célula, em um processo conhecido como transducdo de sinal. Esse mecanismo
pode desencadear respostas, como a alteracdo da funcdo de uma proteina ou a modificacdo da
expressao génica. Essas modificacOes sdo responsaveis por alteragdes no comportamento da
célula. Dentre as moléculas sinal, podemos encontrar citocinas, quimiocinas, ions, fatores de
crescimento e horménios, onde as vias de sinalizacdo reguladas por essas moléculas podem
desencadear um fendtipo especifico que pode contribuir para o processo tumorigénico (DE
SOUZA; DIAZ, 2013; SOUZA; ARAUJO; DE-FREITAS-JUNIOR; MORGADO-DIAZ,
2014).

Foi criada uma tabela contendo cerca de 63 proteinas importantes na via de sinalizacdo
do céancer colorretal. Dentre essas proteinas, foram selecionadas 5 proteinas-alvo relacionadas
a progressdo desse tipo de cancer, cujos sitios de ligacdo estdo bem elucidados, entre elas
(tabelal), mTOR, PI3K, ERK, TGF-B ¢ TNF-a e foi realizado um levantamento bibliografico

sobre as estruturas tridimensionais e a funcionalidade de cada proteina na progressao do cancer.

Tabela 1: Proteinas-alvo relacionadas & progresséo do CCR. mTOR, PI3K, ERK, TGF-f ¢ TNF-a, proteinas

relacionadas com o processo tumorigénico.

PROTEINA FUNCAO FONTE
ALVO
mTOR Coordena o metabolismo celular, o crescimento e a (AZEVEDO, 2022)
sobrevivéncia
PI3K Regula a sobrevivéncia, o crescimento celular, a (NOOROLYAI, SHAJARI;
diferenciacdo, o metabolismo celular e a reorganizagio do BAGHBANI; SADREDDINI et
citoesqueleto. al.,2019)

ERK Proliferacdo celular, diferenciacdo celular, sobrevivéncia (SAMATAR; POULIKAKOS,

celular e motilidade celular. 2014)
TGF-BRI  Controle da proliferagdo, diferenciacdo, apoptose, adesio, (MEULMEESTER; TEN
invasdo e microambiente celular. DIJKE, 2011)

TNF-o. Transformag@o celular, promogao, sobrevivéncia, (SETHI; SUNG; AGGARWAL,
proliferagio, invasdo, angiogénese ¢ metastase 2008)

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) é uma serina treonina
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considerada um marcador especifico para progressao tumoral. mMTORC1 e mTORC2 estdo
intimamente ligados as vias de sinalizacdo que levam ao cancer. O mTORC1 impulsiona a
tumorigénese aumentando a traducgéo de oncogenes, promovendo o anabolismo e a angiogénese
e suprimindo a autofagia. mTORC2 ativa Akt e outras quinases da familia AGC que promovem
a proliferacdo e sobrevivéncia celular. A ativagéo aberrante da via mTOR, seja por estimulagéo
oncogénica ou perda de supressores tumorais, contribui para o crescimento do tumor,
angiogénese e metastase, mesmo em condicdes de falta de nutrientes (POPULO; LOPES;
SOARES, 2012; ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011).

A estrutura mTOR AN -mLST8 (4JT5) possui um formato compacto. O dominio FAT,
que consiste em repeti¢cdes a — a-helicoidais, forma um solenoide o em forma de 'C' que envolve
metade do dominio quinase e se fixa nele. mLST8 e o dominio FRB sobressaem do dominio
quinase, em lados opostos da fenda catalitica. O dominio FATC é parte integrante da estrutura
do dominio quinase. O dominio mMTOR quinase de ~ 550 residuos adota a estrutura de dois
I6bulos que é caracteristica tanto da familia PI3K quanto da proteina quinase candnica. Consiste
em um lobo N-terminal (lobo N), um lobo C-terminal maior (lobo C) e uma fenda entre os dois
que se liga ao ATP, composto pelos residuos Leu2185, Lys2187, Asp2195, Tyr2225, 112237,
Trp2239, Val2240, Cys2243, Asp2244, Thr2245, Met2345, 11e2356 e Phe2358, sendo a
Val2240 e Trp2239, residuos cruciais para inibir a atividade do mTOR. O dominio mTOR
quinase contém a dobra central do dominio quinase PI3K, mas com diferencas substanciais.
Enquanto as estruturas do dominio PI3K quinase se sobrepdem essencialmente em todos o0s
seus ~ 350 residuos, apenas ~ 250 residuos do dominio mTOR quinase se sobrepdem aos PI3Ks.
Além disso, 0 dominio mTOR quinase contém cerca de 200 residuos adicionais de insercdes
que decoram a dobra comum. O maior deles é o dominio FRB (residuos 2021-2118), que esta
inserido no I6bulo N da quinase. H& também uma insercao de 40 residuos no lobo C que forma
0 sitio de ligacdo para mLST8 (residuos 2258-2296) (PARATE; KUMAR; LEE; RAMPOGU
etal., 2021; YANG; RUDGE; KOOS; VAIDIALINGAM et al., 2013).

Estruturas Cristalinas de PI3Ka Complexadas com PI103 contém todos os cinco
dominios p110a, uma ligacdo ao adaptador amino-terminal dominio (ABD), residuos 1 a 108;
um dominio de ligacdo Ras (RBD), residuos 190 a 291; a C2 (homologia proteina-quinase-C-
2) dominio, residuos 330 a 480; um dominio helicoidal, residuos 525 a 696; e um dominio
quinase carboxil-terminal, residuos 697 a 1068), bem como o nSH2 (residuos 318 a 430) e
1SH2(residuos 431 a 615) dominios de p85aA estrutura cristalina da apo p110a revelou que a
bolsa de ligacdo ao ATP esta localizada em uma fenda entre os I6bulos N e C terminais do

dominio catalitico da quinase da p110a, semelhante aos locais de ligagdo de ATP em outras
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proteinas quinases, com muitas das interacdes enzima/ATP envolvendo residuos em a regido
de ligacéo entre os dois lébulos. O sitio de ATP é formado pelos residuos Trp780, Ile-800,
Lys802, Asp810, Tyr-836, 11848, Glu849, Val851, GIn859, Met922, 11e932, Asp933 e Phe-
934, porém o residuo Val851 é o aminoacido chave para a inibigdo de PI3Ko (REHAN;
BAJOUH, 2019; ZHAO; ZHANG; CHEN; LU et al., 2014).

ERK?2 ¢ frequentemente expresso em niveis mais altos do que ERK1. A ERK é uma
proteina quinase serina/treonina dirigida por prolina, responsavel pela fosforilacéo de residuos
de serina ou treonina em substratos que contenham a sequéncia-alvo Ser/Thr. O sitio de ligacdo
do ATP na ERK (Proteina Quinase Regulada por Sinal Extracelular) esta localizado no dominio
quinase da enzima, onde ocorre a transferéncia de grupos fosfatos do ATP para o0s substratos
da ERK. Esse sitio € uma regido especifica dentro do dominio quinase, onde ocorre a interacdo
entre 0 ATP e a ERK. Os residuos presentes nesse sitio sdo Lys54, GIn105, Asp106, Lys114,
Ala52, lle31, Leul56, Aspl67, Val39 e Met108, sendo Met108 um residuo chave na regido
chamada de "dobradica"”, onde a adenina do ATP se liga a ERK2. Essa interacdo é crucial para
fornecer a energia necessaria para a atividade catalitica da enzima. Além do sitio de ligacdo do
ATP, a ERK possui outros sitios importantes, como o sitio de ligagdo dos substratos, onde
ocorre a fosforilacdo das proteinas-alvo. A ligagdo do ATP no sitio apropriado é um passo
essencial para a atividade da ERK, mas é apenas uma parte do processo completo de sinalizacéo
e fosforilagdo (JONNALAGADDA; AROCKIASAMY; VETRIVEL; PA, 2021; MUNCK;
BERDINI; BEVAN; BROTHWOOD et al., 2021; YAO; XUE; MA; BAI et al., 2023).

A proteina TNF-o humana é composta por 233 aminoacidos, com um peso molecular
esperado de 25,6 kDa. Inicialmente, 0 TNF-a ¢ produzido em uma estrutura associada a
membrana. Posteriormente, € submetido a remocdo de 76 aminoacidos do terminal N por meio
de uma reacdo enzimatica realizada pela enzima conversora de TNF-a, conhecida como
TACE/ADAML17, uma desintegrina de metaloprotease que atua clivando diversas proteinas de
membrana, liberando assim, seus dominios extracelulares das células, ap6s a clivagdo ocorre a
formacdo de um homotrimero que gera a dispersivel molécula de TNF-o de 17kDa. TNF-a é
uma proteina trimeérica, mas apenas duas de suas subunidades contribuem para a formacéo do
sitio de ligacdo do receptor. A superficie de ligacdo do receptor € composta por dezesseis
residuos de contato, incluindo seis residuos de tirosina, nove desses residuos estdo presentes na
cadeia A e sete estdo localizados na cadeia B. Esses residuos sao alvos potenciais para a ligacéo
do ligante, como Leu57(A/B), Tyr59(A/B), Ser60(A/B), GIn61l(A), Tyrl19(A/B),
Leul20(A/B), Gly121(A/B), Gly122(A), Tyr151(A/B). Tyrl19 é possui grande importancia

devido a sua localizagdo, proximo ao triplo eixo de simetria do trimero TNF-a e em fazendo
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contato com seus homdlogos de outras subunidades monoméricas (DOEDENS; MAHIMKAR,;
BLACK, 2003; GUPTA; GREWAL; DESWAL; SINGH et al., 2023; HE; SMITH; OSLOB;
FLANAGAN et al., 2005).

A expressdo do TGF-P esta associada a progressdo dos canceres colorretais. Em um
estudo, descobriu-se que os niveis plasméticos de TGF-B1 eram elevados antes da ressec¢do do
cancer colorretal, diminuiram apds a cirurgia e se correlacionavam com a presenca de TGF-f1
no tumor e com o estagio do tumor. O TGFPRI (receptor tipo | do fator de crescimento
transformador beta) possui um dominio extracelular N-terminal rico em cisteina, responsavel
pela ligagdo do ligante; uma Unica hélice transmembrana; e um dominio de quinase
citoplasmatica C-terminal e um segmento regulador em sua regido justamembranar
citoplasmatica conhecido como dominio GS, nomeado devido a sequéncia conservada
TTSGSGSGLP no seu centro. A regido central do dominio catalitico TGFBRI (residuos 205-
500), possui um lébulo N menor e esta envolvido na ligacdo do ATP, enquanto o 16bulo C maior
¢ crucial para o reconhecimento do substrato. O l6bulo N ¢ caracterizado por uma folha f torcida
de cinco filamentos, enquanto o I6bulo C é predominantemente helicoidal. A regido GS-N
terminal, forma um segmento hélice-alca-hélice que se encaixa firmemente na superficie
externa da folha 3 do 16bulo N. Os receptores do tipo I apresentam uma inserc¢ao entre as cadeias
B4ep 5 (aalga L45) que determina a especificidade do substrato Smad. Os residuos do sitio
de ligacao obtidos foram Ala-230, Ala-350, Asp-351, Gly-286, His-283, lle-211, Leu-260, Leu-
278, Leu-340, Lys-232, Ser-287, Ser-280, Tyr-282, Val-219 e Val-231, sendo a His-283 é um
residuo chave (EBRAHIMI; KHAYAMIAN; GHARAGHANI, 2012; HUSE; CHEN;
MASSAGUE; KURIYAN, 1999; REISS, 1999).

7.2 SELECOES DOS LIGANTES E FARMACOS DE REFERENCIA

Foi criado uma tabela com os compostos bioativos presentes no latex da Euphorbia
tirucalli, juntamente com suas atividades anticancerigenas, conforme evidenciado por estudos
in silico e in vivo. Dentre os compostos identificados, a classe dos flavonoides foi selecionada
devido a sua significativa contribuicdo para os efeitos anticancer. Sendo assim, selecionado 3
flavonoides para o estudo, kaempferol, quercetina e isoquercetina, pois possuem atividade

anticancerigena evidenciadas em estudos in vitro e in vivo (tabela 2).
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Tabela 2: Flavonoides presentes no latex da Euphorbia tirucalli. Kaempferol, quercetina e isoquercetina, CID

PubChem e suas relativas funges no processo anticancerigeno.

LIGANTES SMILES CID Estrutura 2D
PubChem

Kaempferol C1=CC(= 5280863 Ho o Antioxidantes e (AZEVEDO, 2022;
CC=C1C2 | anticancerigeno. MAGOZWI;DINA
=C(C(=0) JI/ j T LA; MOKWANA;
C3=C(C= 07 N N0 NN SIWE-NOUNDOU
C(C=C30 L et al., 2021)
2)0)0)0) R
(¢}

Quercetina  C1=CC(= 5280343 Mo o Antioxidante, (MAGOZWI,
C(Cc=C1C2 P W parada do ciclo DINALA;
=C(C(=0) 0 celular, MOKWANA;
C3=C(C= or e T | apoptotico, SIWE-NOUNDOU
C(C=C30 ¢ o" inibigdo de etal,2021)
2)0)0)0) © metastase,

0)0 regulagdo de vias
de sinalizagdo e
angiogénese
Isoquercetina CI1=CC(= 5280804 Inibidor da (ORFALI; SILVA;
C(C=Cl1C2 angiogénese no MARCHESI;
=C(C(=0) . cancer colorretal.  ASSUNCAO et al.,
C3=C(C= 2018)
C(C=C30
2)0)0)0C "o
4C(C(C(C( o™ ™o
04)C0O)0) e "
0) 0)0)O

Estudos sugerem que os flavonoides possuem a capacidade de inibir a expressdo do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a proliferacdo de células cancerigenas e
angiogénese. Entre eles, o kaempferol se destaca como um dos flavonoides mais comuns,
geralmente encontrado na forma de glicosideo, sendo uma tetrahidroxiflavona, caracterizada
pela presenca de grupos hidroxila nas posi¢coes 3, 5, 7 e 4', conferindo-lhe uma cor amarela.
Estudos demonstraram que o kaempferol e seus derivados glicosilados possuem diversas
propriedades benéficas a salde, tais como atividades cardioprotetoras, neuroprotetoras, anti-
inflamatorias, antidiabéticas, antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais. Esses compostos
atuam em diferentes mecanismos de regulacdo das células cancerigenas, sendo capazes de
promover a apoptose e modular diversas vias de sinalizagao celular. O kaempferol demonstrou
ser muito menos toxico para as células normais quando comparado aos medicamentos
quimioterapicos tradicionais, tornando assim, um candidato promissor para o desenvolvimento
de novos tratamentos contra o cancer (CHEN; CHEN, 2013; IMRAN; SALEHI; SHARIFI-
RAD; ASLAM GONDAL et al., 2019).

A quercetina é um flavonoide com alto potencial em estudos oncoldgicos devido aos
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seus efeitos quimiopreventivos evidenciados em modelos in vitro e in vivo. Esses efeitos sao
bifasicos e dependentes da dose: em concentracdes baixas, atua como antioxidante, resultando
em efeitos quimiopreventivos; em concentracGes altas, funciona como pro-oxidante, podendo
ter efeitos quimioterapicos. Os efeitos anticancer da quercetina baseiam-se em sua capacidade
de reduzir a proliferacdo celular, induzir apoptose, causar parada do ciclo celular e inibir
processos mitéticos, modulando vias moleculares como as ciclinas, vias pro-apototicas,
PI3K/Akt e proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Além disso, a quercetina regula o
interage com os locais de ligacdo do estrogénio tipo I, diminui a resisténcia as drogas,
tornando-se um potente composto antitumoral (BEHLING; SENDAO; FRANCESCATO;
ANTUNES et al., 2008).

Isoguercetina (1Q), também conhecida como hirsutrina, isoquercetrina, quercetina-3-
glicosideo (Q3G) ou quercetina-3-O-B-D-glicosideo, € um glicosideo de quercetina presente
naturalmente. Além disso, a isoquercetina atua como antioxidante e modulador imunolégico,
aumentando as respostas celulares antioxidantes e anti-inflamatorias. Estudos demonstraram
gue a isoquercetina exerce efeitos antiproliferativos in vitro em células (SW480, DLD-1 e
HCT116). Foi comprovado que a isoquercetina pode inibir o cancer de bexiga, além disso,
evidéncias sugerem que ela possui efeitos antiproliferativos mais potentes do que outros
flavonoides, especialmente em céanceres de c6lon, mama e hepatocelular (DA SILVA;
ORFALI; SANTANA; PALMA et al., 2022; DI CAMILLO ORFALI; DUARTE; BONADIO;
MARTINEZ et al., 2016; RAN; WANG; ZHANG; MA et al., 2016; WANG; SHI; TANG,;
ZHANG et al., 2017).

Para seguir como referéncia, foram selecionados farmacos que possuem como funcéo a
inibicdo das proteinas alvos selecionadas. Esses farmacos sdo importantes ferramentas para
auxiliar na pesquisa e no desenvolvimento de novos compostos contra 0 cancer, pois sua
capacidade de interrupcdo de vias de sinalizagdo celular envolvidas na proliferacdo e
sobrevivéncia das células tumorais podem fornecer informag6es valiosas para a identificacdo
de novos alvos terapéuticos. (tabela3).

P1-103 é um inibidor potente, permeavel, seletivo e competitivo por ATP de membros
das fosfatidilinositideo 3-quinases de classe I, além de mTOR e DNA-PK. O PI-103
demonstrou eficécia na inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas humanas, com efeitos
consistentes com a inibicdo do alvo, conforme evidenciado por biomarcadores
farmacodindmicos. Em estudos com xenoenxertos de tumores humanos, o PI1-103 exibiu
atividade terapéutica, inibindo a angiogénese, invasdo e metastase, além de apresentar efeitos

antiproliferativos diretos. Em estudos com xenoenxertos de glioma, o PI-103 demonstrou alta
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eficacia e baixa toxicidade celular (MAURYA; VINAYAK, 2016; RAYNAUD; ECCLES;
PATEL,; ALIX et al., 2009; ZOU; ZHANG; WANG; SHEN et al., 2009).

Tabela 3: Farmacos inibidores das proteinas-alvo.

P1-103 0884685

Galunisertinibe 10090485

Ulixertinibe 11719003

N
A\ r
{;fQPK

£

SPD304 5327044

P1-103 é um inibidor potente,
permeavel, seletivo e
competitivo por ATP de
membros das
fosfatidilinositideo 3-quinases
de classe I, além de mTOR

Inibidor seletivo mimético de
ATP da ativacdo do receptor
TGF-B

Inibidor de ERK1/2, reversivel
e competitivo com ATP, com
alta poténcia e seletividade
para ERK1/2

Antagonista do fator de
necrose tumoral alfa (TNF)
que promove a dissociacdo dos
trimeros do TNF e, portanto,
bloqueia a interagdo do TNF e
seu receptor.

(PARK: CHAPUIS;
BARDET:;
TAMBURINI et al.,
2008)

(SEROVA:;
TIJERAS-
RABALLAND;
DOS  SANTOS;
ALBUQUERQUE
et al., 2015)

(GERMANN;
FUREY;
MARKLAND;
HOOVER et al.,
2017)

(ALEXIOU;
PAPAKYRIAKOU;
NTOUGKOS;
PAPANEOPHYTO
Uetal., 2014)

Galunisertib pertence a classe dos diidropirrolopirazois e foi sintetizado em uma

abordagem convergente de quatro etapas para gerar um composto quimico com a formula 4-[2-
(6-metilpiridin-2-il)-5,6-di-hidro-4H-pirrolo[1,2-b]pirazol-3-il]Jquinolina-6-carboxamida

monohidratada. Trata-se de um inibidor oral de pequenas moléculas (SMI) do receptor quinase
TGFP I (TGFPRI), que regula negativamente a fosforilagdo de SMAD?2, anulando a ativacao
da via canonica. Ao se ligar ao local de ligagdo ao ATP do TGFBRI, o galunisertib bloqueia a
sinalizagdo através de todos os trés ligantes do TGFB. O galunisertib possui a capacidade de
inibir fungdes intrinsecas e extrinsecas de células tumorais dependentes de TGFf in vitro e in

vivo, além de inibir o crescimento de células tumorais em modelos de camundongos tumorais
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estabelecidos (HOLMGAARD; SCHAER; LI; CASTANEDA et al.,, 2018; SEROVA,
TIJERAS-RABALLAND; DOS SANTOS; ALBUQUERQUE et al., 2015; YINGLING;
MCMILLEN; YAN; HUANG et al., 2018).

O ulixertinibe (BVD-523) destaca-se como um inibidor catalitico altamente potente,
seletivo, reversivel e competitivo para a proteina quinase ERK1/2, essencial nas vias de
sinalizacdo celular. Sua eficacia foi comprovada na reducdo do crescimento tumoral e na
inducdo de regressdao em modelos de xenoenxerto mutantes BRAF e RAS, ampliando suas
aplicacBes terapéuticas. Além disso, o ulixertinibe demonstrou sua eficAcia em modelos de
xenoenxerto humano que apresentavam resisténcia cruzada a inibidores tanto de BRAF quanto
de MEK, ressaltando sua capacidade Unica de superar mecanismos de resisténcia complexos
em canceres avancados. Este composto representou um marco significativo ao ser o primeiro
inibidor de quinase ERK1/2 de molécula pequena a avangar para estagios clinicos, sinalizando
um avango promissor no tratamento de tumores dependentes de vias de sinalizagao especificas
(MIAQ; TIAN, 2020; SULLIVAN; INFANTE; JANKU; WONG et al., 2018).

Atualmente, poucas moléculas sdo conhecidas como inibidores diretos de TNFa. O
SPD304, ou 6,7-dimetil-3-[[metil[2-[metil[[1-[3-(trifluorometil)fenil]-1H-indol-3-
illmetillJamino]etilJamino]metil ]-dicloridrato de 4H-1-benzopiran-4-ona, é amplamente
considerado uma molécula de referéncia nesse contexto, presente em quase todas as publicacbes
que descrevem inibidores diretamente de TNFa. O SPD304 ¢é reconhecido pelo seu mecanismo
bem documentado, que o estabelece como uma pequena molécula de referéncia para inibir a
atividade do TNFa, que promove a dissociacao dos trimeros do TNF, bloqueando assim, a
interacdo do TNF e seu receptor. Entretanto, a presenca da por¢do indol-3 na estrutura do
SPD304 deixa o composto metabolicamente instavel. Esta instabilidade metabdlica aliada a
uma questdo de baixa solubilidade cinética. Até 0 momento, nenhum dos inibidores de TNF-a
mostrou atividade eficiente e baixa toxicidade, reforcando a importancia de novas pesquisas
para inibidores mais eficientes (AGARWAL; REHMAN; CHAUDHARY; KAUSHIK et al.,
2024; ATTIA; MASCRET; ZERROUKI; FOURATI et al., 2021).

7.3 CONSTRUCAO DO FARMACOFORO

Para identificar caracteristicas estruturais semelhantes, as moléculas selecionadas foram
sobrepostas utilizando a ferramenta "Flexible Alignments™ do programa Molecular Operating
Environment (MOE). O alinhamento flexivel dos flavonoides kaempferol, quercetina e
isoquercetina resultou na criacdo de quatro modelos, dos quais 0 modelo 4 foi selecionado

devido a melhor sobreposicdo desses compostos. Esse processo de alinhamento gerou diferentes
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termos de pontuacdes: U representa a energia de deformacdo das moléculas durante o
alinhamento. F é uma medida de similaridade, onde valores mais negativos indicam maior
similaridade, ou seja, um melhor alinhamento de caracteristicas como doadores de hidrogénio,
aceitadores de ligacGes de hidrogénio e grupos hidrofébicos. S é a pontuacdo final do
alinhamento, que é a soma dos parametros U e F. Seu objetivo € minimizar a tensdo de energia
do ligante para aumentar a similaridade. Quanto mais negativo o valor, melhor o alinhamento
(tabela 4).

Tabela 4. Termos de pontuac@es do alinhamento flexivel.
Mol U F S

44.5611 -228.8328 -184.2717

U: Energia de deformagio das moléculas durante o alinhamento, F: E uma medida de similaridade, S: é a

pontuacdo final do alinhamento, que € a soma dos parametros U e F.

O alinhamento flexivel modelo 4, obtido pelo programa MOE, utilizando as moléculas
de isoquercetina (amarelo), quercetina (azul) e kaempferol (rosa), revelou que os trés compostos

compartilham diversas caracteristicas estruturais e geometria molecular semelhantes (figura 7)

Figura 7. Alinhamento flexivel com melhor pontuacé&o. Isoquercetina (amarelo), quercetina (azul) e kaempferol

(rosa).
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Ap0ds o processo de alinhamento flexivel foi avaliado os pontos farmacoféricos, ou seja,
a regido responsavel pela atividade farmacologica dos flavonoides. Onde os pontos do
farmacoforo identificados nas moléculas 3D foram destacados com circulos de cores
especificas para cada caracteristica do farmacoéforo, foi encontrado regiGes aceptoras de ligagdo
de hidrogénio (ACC), doador/aceitador de ligagédo de hidrogénio (Don&Acc), doador de
ligacdo de hidrogénio (Don) predizem a potencia do inibidor, portanto, estdo relacionadas ao
reconhecimento a presenca destes requisitos € fundamental para o reconhecimento de moléculas
potente. Em verde caracteristicas hidrofobicas (HYD) relacionada ao reconhecimento pelo
alvo, o centro de anel Pi (Pir), Projecdo plana do mencionado (PIN) e o anel farmacofoéro
aromatico (ARO), que contribui para o aumento da afinidade. (figura 8) (MASCARENHAS,
2018; NETO, 2017).

Figura 8. Modelagem de farmacéforo baseada nos flavonoides. Kaempferol, quercetina e isoquercetina para

projetar novos inibidores do CCR.

Apos a identificacdo dos pontos farmacoforicos, utilizando a ferramenta Builder no
MOE, procedemos com o desenho da estrutura Unica, mantendo as caracteristicas presentes nos
compostos flavonoides selecionados. Essa abordagem resultou na criagdo da molécula
denominada Flavol. Este processo envolveu a analise das propriedades estruturais e funcionais
dos flavonoides, garantindo que a Flavol retivesse os elementos essenciais para sua potencial

atividade bioldgica. (figura 9).
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Figura 9. Estrutura Flavo 1

7.4 OTIMIZACAO DO COMPOSTO

Durante a analise ADMET onde as propriedades fisico-quimicas, de distribuicéo,
absorcdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade ndo foram avaliadas pelo software ADMETIlab
3.0 e posterior realizacdo do docking molecular, a energia de ligacdo do docking estava
significativamente alta, indicando que estava fora dos parametros aceitaveis para interacdes
ligante-receptor ideais. Esse resultado sugeriu a necessidade de ajustes na molécula Flavol para
melhorar sua capacidade de se ligar ao alvo bioldgico de interesse.

Observou-se que a presencga de um grupo de glicose ligado a posigdo 3 do anel C por
meio de uma ligacdo glicosidica, proveniente da isoquercetina, impactou negativamente as
propriedades fisico-quimicas e interacBes biologicas. Por esse motivo, foi realizada a
otimizacdo da molécula Flavol no grupo de glicose, mantendo os pontos de atividade
farmacoldgica, com o objetivo de aprimorar a atividade biol6gica da substancia. Esse processo
visou garantir que a Flavol mantivesse sua eficacia terapéutica potencial, a0 mesmo tempo
melhorar sua viabilidade como candidata a farmaco. Apds a otimizacao da estrutura da Flavol,

foi desenvolvida a estrutura da Flavo2 (figura 10).

Figura 10. Otimizada da estrutura da Flavol, preservando suas atividades farmacolégicas, resultando na

formacéo da Flavo2.

Flavo 1
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7.5 ANALISE DE ADMET

Os estudos de Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecéo e toxicidade (ADMET)
sdo fundamentais na descoberta de medicamentos, visando otimizar as propriedades necessarias
para transformar leads e construir farmacos eficazes. A previsao do destino de um medicamento
e dos efeitos que ele causa no organismo, é crucial na descoberta de novos medicamentos. Se a
absorcdo for inadequada, isso pode afetar sua distribuicdo e metabolismo, potencialmente
resultando em neurotoxicidade e nefrotoxicidade (BUTINA; SEGALL; FRANKCOMBE,
2002; FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019) .

A analise visa compreender como uma molécula de medicamento se comporta dentro
do organismo, sendo o estudo ADMET uma parte fundamental do projeto computacional de
medicamentos. Eles séo reconhecidos como uma das principais razdes para o fracasso de
candidatos a medicamentos nas fases finais do desenvolvimento. A capacidade de modelar as
propriedades ADMET das moléculas facilita a descoberta de medicamentos de varias maneiras
(BUTINA; SEGALL; FRANKCOMBE, 2002) .

Um dos modelos ADMET mais utilizados na industria farmacéutica é a "Regra dos 5"
de Lipinski. Esta regra é empregada para filtrar compostos que provavelmente serdo absorvidos
pelo intestino humano com base em quatro regras simples relacionadas as propriedades
moleculares (BUTINA; SEGALL; FRANKCOMBE, 2002; FLORES-HOLGUIN; FRAU;
GLOSSMAN-MITNIK, 2021).

7.5.1 FISICO-QUIMICA

A Regra de Lipinski, considera diversos critérios, o Peso Molecular (PM), que nao deve
exceder 500 Da (Dalton); o Log P, que tem um limite de 5 e indica a lipofilia ou hidrofilica da
molécula; nimero de aceitadores de ligacdes de hidrogénio (nHA) e numero de doadores de
ligacdes de hidrogénio (nHD), que ndo devem ultrapassar, respectivamente, os valores de 10 e
7: e a Area Topoldgica Superficial Polar (TPSA), que deve ser menor que 140 A (LIPINSKI;
LOMBARDO; DOMINY; FEENEY, 1997).

O peso molecular do Flavo2 é de 394,07, dentro do limite de 500 u.m.a. Moléculas
grandes geralmente enfrentam dificuldades em atravessar barreiras bioldgicas no organismo
humano. Os dados obtidos até agora sugerem que o composto listado provavelmente tem boa
permeabilidade através de membranas bioldgicas. Para o Flavo2, o volume é de 378,867

unidades de volume e a densidade € de 1,04. Esses valores sao importantes na caracterizagdo
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fisico-quimica de um composto, pois influenciam sua solubilidade, estabilidade e
comportamento em sistemas bioldgicos (tabela 5) (DA MATA RODRIGUES; COSTA, 2021).

Tabela 5. Propriedades fisico-quimica do Flavo2 obtidos do software ADMETIab 3.0.

PROPRIEDADE FiSICO-QUIMICA

Peso molecular (PM) 394,07
Volume 378.867
Densidade 1.04
nHA 8,0
nHD 6,0
nRot 2,0
nRing 1,0
MaxRing 10,0
nHet 8,0
fChar 0,0
nRig 24,0
Flexibilidade 0,083
Centros estéreo 0,0
TPSA 151,59
logS -4,744
logP 2.648
logD7.4 1.936
pka (acido) 7.873
pka (Base) 1.458
Ponto de fuséo 355.992
Ponto de ebulicdo 472.407

O numero de aceptores e doadores de ligacdes de hidrogénio do Flavo2 sao
respectivamente 8,0 e 6,0, estando dentro dos limites estabelecidos pelas regras, que ndo devem
ultrapassar, respectivamente, os valores de 11 e 7. As ligac@es rotativas (nRot) em moléculas,
ou seja, aquelas que podem girar em torno de um eixo para atingir uma estrutura ideal, variam
de 0 a 11. No caso da estrutura Flavo2, ela se encontra dentro desses parametros com um valor
de 2. O nimero de toques (nRing) refere-se a quantidade de aneis presentes em uma molécula,
com valores ideais entre 0 e 6, 0 Flavo2 apresentou um resultado de 1, dentro do limite esperado.
MaxRing é o nimero maximo de 4&tomos envolvidos no maior anel do sistema, idealmente entre
0 e 18, o Flavo2 obteve 10 nesse aspecto. O nimero de heteroatomos (nHet) é a quantidade de
atomos nao carbono (incluindo hidrogénios) na molécula, com valores ideais entre 1 e 15, 0
Flavo2 apresentou 8 nesse quesito. A carga formal (fChar) é uma medida da distribuicdo de
elétrons em uma molécula, idealmente variando de -4 a 4. O Flavo2 obteve uma carga formal
de 0. O nimero de ligacdes rigidas (nRig) representa as liga¢fes ndo flexiveis em contraste com
as ligacQes rotativas, o ideal é entre 0 e 30. O Flavo?2 teve 24 ligacgdes rigidas, dentro dos valores

de referéncia. A flexibilidade da molécula é representada pela diviséo de nRot por nRig,
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portanto, quanto maior a proporcao nRot/nRig, maior a flexibilidade da molécula, resultou em
0,083 para o Flavo2. Além disso, a molécula possui 0 centros estéreo, o que esta dentro do valor
ideal de <2 ( ADMETIab, 2024).

O TPSA, que esta correlacionado com o nimero de ligagdes de hidrogénio de uma
molécula, também é um parametro relevante, a maioria dos medicamentos comerciais com boa
biodisponibilidade oral apresenta TPSA menor que 140 A. No entanto, o TPSA do Flavo2 esta
acima desse limite, o que pode indicar uma menor probabilidade de boa biodisponibilidade oral
em comparagcdo com medicamentos comerciais. O LogP, coeficiente octanol/agua, indica a
afinidade da molécula por substancias lipidicas ou aquosas, no caso do composto Flavo2, seu
LogP € de 1.936, menor que 5, o que esta em conformidade com a Regra de Lipinski (DA
MATA RODRIGUES; COSTA, 2021).

O logaritmo da solubilidade aquosa (logS) € uma medida da solubilidade prevista de um
composto, expressa como o logaritmo da concentracdo molar (log mol/L). Compostos com
valores de logS na faixa de -4 a 0,5 log mol/L sdo considerados adequadamente soltveis. O
Flavo2 obteve um resultado dentro desses parametros, com um valor de -4,744, indicando uma
boa solubilidade aquosa. Para exercer efeito terapéutico, um medicamento deve entrar na
circulagdo sanguinea e entdo atingir o local de acdo. Um medicamento eficaz geralmente precisa
equilibrar sua lipofilicidade e hidrofilicidade para se dissolver no fluido corporal e penetrar
efetivamente nas biomembranas. Por isso, é crucial estimar os coeficientes de distribuicdo de
n-octanol/agua em valores de pH fisiologico (logD7,4) para compostos candidatos na fase
inicial da descoberta de medicamentos. O logD7,4 previsto de um composto é obtido a partir
do logaritmo da concentracdo molar (log mol/L). Compostos com valores de logD7,4 na faixa
de 1 a 3 log mol/L sdo considerados adequados. No caso do Flavo2, seu logD7,4 foi de 1,936,
indicando sua adequada distribuicédo lipofilica/hidrofilica ( ADMETlIab, 2024; DUAN; FU,;
ZHANG; LONG et al., 2023).

O pKa (&cido) e pKb (base) representam a forca da acidez ou basicidade de uma
molécula de medicamento. Um pKa de 7,873 para o Flavo2 indica que ele é um é&cido
relativamente forte, enquanto um pKb de 1,458 sugere uma base bastante fraca. O ponto de
fuséo € a temperatura (em °C) na qual um produto quimico solido se transforma em liquido. O
Flavo2 é classificado como s6lido, pois seu ponto de fusdo previsto esta acima de 25°C. O ponto
de ebulicdo normal é a temperatura na qual um produto quimico ferve a pressdo atmosférica.
Um ponto de ebuli¢cdo normal abaixo de 25°C é classificado como um gas. O Flavo2 possui um
ponto de ebulicdo previsto de 472,407 ( ADMETIab, 2024).
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7.5.2 QUIMICA MEDICINAL

Para quantificar a similaridade com medicamentos, empregamos 0 QED (Quantitative
Estimate of Druglikeness é a estimativa de semelhanca com farmacos, sendo util para triagem
e avaliacdo da eficiéncia de um composto. O QED é calculado ao integrar os resultados de oito
propriedades relevantes a semelhanca com medicamentos, que incluem MW (peso molecular),
log P, NHBA (NUmero de ligagéo de aceitadores de H), NHBD (Numero de ligagdes doadores
de H), PSA, Nrotb (nimero de liga¢des rotativas), o numero de aneis aromaticos (NAr) e o
numero de alertas para grupos funcionais indesejaveis. Em média, o QED é de 0,67 para
compostos atrativos, 0,49 para os ndo atrativos e 0,34 para 0s ndo atrativos que se mostram
altamente complexos. No entanto, nosso composto Flavo2 apresentou um QED de
aproximadamente 0,33, abaixo do esperado. Ja a pontuacdo de acessibilidade sintética foi
desenvolvida para avaliar a facilidade de sintese de moléculas semelhantes a medicamentos,
considerando contribuicdes de fragmentos e uma penalidade por complexidade. Um SAscore
alto, igual ou superior a 6, indica dificuldade na sintese, enquanto um SAscore baixo, abaixo
de 6, indica facilidade na sintese. O Flavo2 foi classificado como uma molécula de fécil sintese
(tabela 6) (BICKERTON; PAOLINI; BESNARD; MURESAN et al., 2012; ERTL,;
SCHUFFENHAUER, 2009; KOSUGI; OHUE, 2021).

Tabela 6. Propriedades Quimica medicinal do Flavo2 obtidos do software ADMET]Iab 3.0.

QUIMICA MEDICINAL

QED 0,283
pontuacdo SA Facil
GASA Facil
Fsp? 0,0
MCE-18 25,0
pontuacao NP 1.224
Regra de Lipinski Aceitaram
Regra da Pfizer Aceitaram
Regra GSK Aceitaram
Triangulo Dourado Aceitaram
DORES 1
Regra Alarm_NMR 3
Regra BMS 1
Regra Quelante 1
Agregadores coloidais 0,975
FLuc inhibitors 0,68
Fluorescéncia azul 0,865
Fluorescéncia verde 0,683
Compostos reativos 0,689

Compostos promiscuos 0,836
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As pontuacbes SA e GASA, sdo pontuagdes de acessibilidade sintética desenvolvidas
para estimar a facilidade de sintese de moléculas semelhantes a medicamentos, usando uma
abordagem que combina contribuicdes de fragmentos com uma penalidade pela complexidade.
Na escala de pontuac&o, valores mais altos indicam maior dificuldade de sintese, variando de 0
a 1. Por exemplo, o Flavo2 foi considerado fécil de sintetizar. Enquanto, o Fsp? (fragdo de
atomos de carbono sp?), que representa 0 numero de carbonos hibridizados sp3 em relacdo a
contagem total de carbono, é uma medida usada para avaliar a saturacdo de carbono das
moléculas e caracterizar a complexidade de sua estrutura espacial.

Estudos mostraram que um aumento na saturagdo, conforme medido pelo Fsp3, e no
numero de centros quirais na molécula esta associado a uma maior taxa de sucesso clinico,
possivelmente devido ao aumento da solubilidade, determinando assim a probabilidade do
composto avaliado ser um medicamento. Um valor de Fsp3 > 0,42 ¢é considerado adequado. No
entanto, o flavo2 obteve valores que estdo fora dessa faixa de referéncia, pontuando O
(LOVERING; BIKKER; HUMBLET, 2009; YU; WANG; ZHAO; GAO et al., 2022).

O MCE-18 representa um avanco na quimica medicinal, permitindo a avaliacdo de
novidades presentes nas moléculas a partir de sua complexidade sp3 cumulativa. Os valores
atribuidos podem indicar o potencial de uma molécula, menor que 45: Moléculas com estruturas
simples, pouco interessantes, antigas e com baixa complexidade tridimensional. Entre 45 e 63:
Moléculas com um nivel adequado de novidade, seguindo as tendéncias atuais da quimica
medicinal. Entre 63 e 78: Moléculas com alta similaridade estrutural com compostos
encontrados em registros de patentes. Maior que 78: Moléculas que requerem uma avaliacdo
visual detalhada para determinar sua similaridade com farmacos conhecidos e seu potencial
como medicamento. (ERTL; ROGGO; SCHUFFENHAUER, 2008; IVANENKOV;
ZAGRIBELNYY; ALADINSKIY, 2019).

No caso especifico do Flavo2, obteve-se um valor de 25.0, 0 que sugere que sua
estrutura pode ser considerada simples e menos inovadora. Enquanto, a pontuacdo de
semelhanca do produto natural é uma medida Gtil que facilita na construcdo de novos compostos
em direcdo a regides conhecidas como regides bioativas. Essa pontuacdo, geralmente calculada
em uma escala de -5 a 5, reflete a proximidade estrutural de uma molécula em relacdo aos
produtos naturais conhecidos. No caso especifico do Flavo2, sua pontuacdo foi de 1.224,
indicando uma relacdo positiva com os padrfes bioativos encontrados na natureza (ERTL,;
ROGGO; SCHUFFENHAUER, 2008; IVANENKOV; ZAGRIBELNYY; ALADINSKIY,
2019).

Pan Assay Interference Compounds (PAINS) € um conjunto de estruturas quimicas
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encontradas em compostos de triagem que podem levar a resultados falsos positivos em ensaios
bioldgicos. A utilizacdo desses filtros ajuda a reduzir o nimero de resultados falsos positivos e
identificar compostos suspeitos em bancos de dados de triagem, o Flavo2 obteve um alerta para
possivel estrutura PAINS, para ALARME NMR, ou seja, compostos reativos ao tiol,
responsaveis por causar a oxidacdo de proteinas ou formar adutos covalentes com varios
constituintes celulares compostos reativos indesejaveis. O software também gerou alerta para
compostos quelantes, compostos capazes de reagir com ions metalicos (AHMAD; KHAN;
SERDAROGLU, 2023; BAELL; HOLLOWAY, 2010).

Os agregadores coloidais se ligam de forma néo especifica a superficie das proteinas,
ocasionando no desdobramento das proteinas. Esse processo resulta na desestabilizacdo ou
desnaturacdo das enzimas. Os agregadores podem ser categorizados como ndo coloidais
(Categoria 0) ou coloidais (Categoria 1). No caso do Flavo2, ele obteve uma pontuacdo de
0.975, indicando sua propensdo a formar agregados coloidais. O Fluc (Luciferase do vaga-
lume) é amplamente utilizado em uma variedade de ensaios de bioluminescéncia HTS (ensaios
de triagem de alto rendimento). No entanto, a inibi¢ao inesperada de FLuc por certos compostos
pode interferir nos ensaios HTS. Os inibidores sdo categorizados em duas categorias: Categoria
0 para inibidores ndo de FLuc e Categoria 1 para inibidores de FLuc. O Flavo2 obteve um valor
de 0,68, indicando sua potencial interacdo com o Fluc ( ADMETIab, 2024).

Fluorescéncia é um processo em que uma molécula, conhecida como fluoréforo absorve
um foton de luz, excitando um elétron para um estado de energia mais elevado. Os fluoroforos
tém diversas aplicacdes, como substratos enzimaticos, marcadores para biomoléculas e corantes
celulares. No entanto, a presenca de compostos fluorescentes pode causar interferéncia nos
HTS. Eles sdo classificados em Categoria 0 se ndo emitem fluorescéncia azul/verde e em
Categoria 1 se emitem. Para o Flavo2, os valores foram 0,865 e 0,683, respectivamente.
Compostos quimicos reativos resultam na modificacdo quimica de residuos de proteinas
reativas. Categoria 0: composto ndo reativo; Categoria 1: composto reativo. O valor de saida é
a probabilidade de ser composto reativo, dentro do intervalo de 0 a 1. Flavo2 obteve 0.689.
Enquanto os compostos promiscuos sdo aqueles que se ligam a diferentes alvos
macromoleculares, o que pode incluir alvos ndo intencionais, resultando em reacdes, sendo
classificados em categoria 0 se ndo sdao promiscuos e em categoria 1 se sdo promiscuos. O

Flavo2 obteve 0,836 nesse caso, valores sugestivos a molécula promiscua ( ADMETIab, 2024).
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7.5.3 ABSORCAO

Antes de um medicamento oral alcancar a corrente sanguinea e se tornar sistemicamente
ativo, ele deve atravessar as membranas celulares do intestino. Isso pode ocorrer por meio de
diferentes mecanismos, como difusdo passiva, pinocitose e a fagocitose, captacdo mediada por
transportadores ou processos de transporte ativo. As células da linhagem celular de
adenocarcinoma de colon humano (Caco-2), usadas como modelo alternativo para o epitélio
intestinal humano, séo frequentemente empregadas para estimar a permeabilidade de farmacos
in vivo. 1sso se deve as suas semelhangas morfoldgicas e funcionais com as células intestinais
( ADMETIlab, 2024; DELUCIA, 2012).

A permeabilidade Caco-2 prevista de um composto é expressa como log cm/s. Um
composto é considerado ter uma boa permeabilidade em relagdo ao Caco-2 se seu valor previsto
for maior que -5,15 log cm/s. No entanto, o composto Flavo2 apresentou um valor de -5,301,
aproximadamente 0,151 abaixo do valor de referéncia, o que pode indicar problemas de
absorcdo intestinal in vivo. O Ensaio de Permeabilidade de Membrana Artificial Paralela
(PAMPA) é um método utilizado para simular a absorcdo de medicamentos por difusdo passiva
no trato gastrointestinal apds administracdo oral. A técnica de PAMPA é capaz de prever nao
apenas a particdo dgua/membrana mas o estado da carga em diferentes valores de Ph e sua
solubilidade, refletindo assim sua capacidade de atravessar a barreira intestinal por difusdo
passiva. No caso do Flavo2, observou-se uma baixa permeabilidade através da membrana
artificial no ensaio PAMPA (tabela 7) (ADMETIab, 2024; PAGE; INTEGRADA,; REIS,
2013).

Tabela 7. Propriedades de Absor¢ao do Flavo2 obtidos do software ADMETIab 3.0.

Permeabilidade Caco-2 -5.301
Permeabilidade MDCK 0,0
PAMPA +++

Inibidor de Pgp
Substrato Pgp

HIA
F20% +++
F30% ot
F50% e

As células renais caninas Madin-Darby (MDCK) sdo comumente séo utilizadas para

prever a absorcdo de compostos desde 1989. O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp)
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determinado nessas células € amplamente reconhecido como o padrdo-ouro para avaliar a
capacidade de absorcdo de compostos quimicos pelo organismo. A unidade de medida para a
permeabilidade MDCK é cm/s. Os resultados da permeabilidade MDCK sdo interpretados da
seguinte forma: um Papp > 20 x 10-6 cm/s indica alta permeabilidade passiva, enquanto valores
entre 2 e 20 x 10-6 cm/s indicam permeabilidade média, e valores abaixo de 2 x 10-6 cm/s
indicam baixa permeabilidade ( ADMETlIab, 2024).

O Flavo2 demonstrou resultados excelentes nesse teste de permeabilidade, indicando
que possui uma alta capacidade de atravessar a barreira celular MDCK e potencialmente ser
absorvido pelo organismo. O Flavo2 demonstrou resultados como ndo inibidor da glicoproteina
P (Pgp), é o produto do gene MDR-1. Trata-se de uma proteina de 170 kDa, com 12 dominios
transmembrana e dois sitios de unido ao ATP, pertencente a superfamilia de transportadores de
cassete de ligagdo de ATP (ABC). A Pgp desempenha papel na absorcdo intestinal,
metabolismo e penetracdo na barreira hematoencefélica. Sua inibi¢do ou inducdo pode ter um
impacto significativo na biodisponibilidade oral e na duracdo da acao de varias drogas. Atuando
na protecdo dos tecidos contra xenobidticos toxicos e metabdlitos enddgenos, realizando a
excregdo desses compostos para o lumen intestinal, bilis e urina. A utilizag&o de inibidores da
P-gp € utilizada em estudos para reverter a resisténcia multidrogas (MDR), aumentando a
concentracdo de farmacos em tecidos malignos melhorando a eficacia dos agentes
quimioterapéuticos e seus perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos. ( ADMETlIab, 2024;
ARAUJO, 2015; DIOGO, 2014; FLOREZ; FEO; ROCHA; PEREIRA, 2019; SILVA; ALVES;
GONCALVES; DE AGUIAR PEREIRA et al., 2022).

A absorcdo intestinal humana de um medicamento oral é essencial para a sua aparente
eficacia, com um objetivo de otimizar e selecionar candidatos para desenvolvimento de
medicamentos orais. Uma molécula com uma absorvancia inferior a 30% é considerada pouco
absorvida. Assim, moléculas com HIA >30% foram classificadas como HIA- (Categoria 0),
enquanto moléculas com HIA <30% foram classificadas como HIA+ (Categoria 1). O flavo2
obteve resultados superiores a 30% da absorcéo, resultados excelentes. A biodisponibilidade
oral é sem duvida um dos parametros farmacocinéticos mais importantes porque é o indicador
da eficiéncia da entrega do medicamento a circulacédo sisttémica. Foram avaliados parametros
com biodisponibilidade > 20%, > 30% e > 50% onde a flavo2 pontuou negativamente entre os

3 parametros avaliados ( ADMETIab, 2024; WESSEL; JURS; TOLAN; MUSKAL, 1998).
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7.5.4 METABOLISMO

A previsdao do metabolismo (tabela 8) é uma prioridade da pesquisa farmacéutica, pois
pode levar a um baixa biodisponibilidade devido a maior depuracéo, efeitos toxicos causados
pelo acimulo de drogas e interagfes medicamentosas, incluindo inibigdo enzimatica, inducdo
e inativacdo baseada em mecanismos. A CYP1A2: monooxigenase do citocromo P450
envolvida no metabolismo de varios substratos enddgenos, como acidos graxos, hormoénios
esteroides e vitaminas. CYP2C19: monooxigenase do citocromo P450 envolvida no
metabolismo de acidos graxos poli-insaturados. CYP2C9: monooxigenase do citocromo P450
envolvida no metabolismo de varios substratos endégenos, como &cidos graxos e esteroides.
CYP2D6: monooxigenase do citocromo P450 envolvida no metabolismo de &cidos graxos,
esteroides e retindides. CYP3A4: monooxigenase do citocromo P450 envolvida no
metabolismo de esterois, hormonios esteroides, retinoides e acidos graxos (BARROS; WANG,;
XING; XU; ZHOU et al., 2015).

Tabela 8. Propriedades do metabolismo de Flavo2 obtidos do software ADMETlIab 3.0.

Inibidor do CYP1A2 +++
Substrato CYP1A2
Inibidor do CYP2C19

Substrato CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Substrato CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Substrato CYP2D6 4+
Inibidor do CYP3A4 +++
Substrato CYP3A4
Inibidor do CYP2B6 ++
Substrato CYP2B6
Inibidor do CYP2C8 +++
Estabilidade do HLM ++

Os citocromos P450 (CYP3A4, 1A2, 2C9, 2C19 e 2D6), sdo proteinas contendo heme
envolvidas nas transformacgfes quimicas de varias substancias enddgenas e exogenas, essas
enzimas alteram a estrutura de diferentes moléculas exdgenas lipossoluveis, tornando-as mais
soltveis e facilmente eliminadas pelo corpo humano, sdo responsaveis pela primeira etapa de
metabolismo de mais de 75% dos farmacos em uso. A inibi¢do e inducdo das enzimas do

citocromo P450 (CYP) sdo mecanismos essenciais, resultando em interagcbes medicamentosas
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clinicamente importantes (DDI do inglés Drug-Drug Interactions). Os inibidores blogueiam a
atividade de uma ou mais enzimas CYP450. O impacto de um inibidor no metabolismo de um
medicamento depende da dose e a afinidade do inibidor pela enzima. Os indutores aumentam a
atividade da enzima CYP450 ao aumentar sua sintese. Neste caso o Flavo2 se mostrou inibidor
do CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4, CYP2B6, CYP2C8 A inibigcdo ou inducéo dessas isoformas
pelo composto Flavo2 pode implicar na farmacocinética de outras substancias, podendo alterar
seus niveis e efeitos no organismo, porém o ensaio de estabilidade microssomal do figado
humano (HLM) é um parametro importante para avaliar a depuracdo de produtos quimicos pelo
figado humano. A categoria 0: estavel+ (HLM > 30 min); Categoria 1: instavel- (HLM < 30
min), o Flavo2 se mostrou estavel, com pontuacdo excelente, mostrando assim, baixa ou
nenhuma probabilidade de depuracdo de produtos no figado (ADMETIlab, 2024,
HABENSCHUS, 2016; LEMOS; TRINDADE, 2014; LYNCH; PRICE, 2007).

7.5.5 DISTRIBUICAO

Ligacdo as proteinas plasmaticas exerce um papel central no transporte de farmacos no
organismo humano, influenciando significativamente sua distribuigdo, excregéo e nos efeitos
farmacolodgicos e toxicologicos. Apos atingirem a circulacdo sanguinea, os farmacos podem se
ligar as proteinas plasmaticas em proporcdes variadas. Um composto é considerado como tendo
um PPB (Plasma Protein Binding) adequado se tiver valor previsto <90%, e medicamentos com
alta ligacdo as proteinas podem ter um baixo indice terapéutico ( ADMETIab, 2024).

O Flavo2 obteve cerca de 96,7%. O volume de distribuicdo no estado estacionério
(VDss) corresponde ao volume aparente em que um medicamento se distribui no corpo apos
atingir o equilibrio. Essa propriedade farmacocinética (PK) é fundamental, pois indica o quéo
efetivamente uma molécula do medicamento se espalha por todo o organismo. A unidade de
VDss é expressa em litros por quilograma (L/kg). Um composto é considerado ter um VDss
adequado quando seu valor esta na faixa de 0,04 a 20 L/kg. No caso do Flavo2, seu VDss
previsto foi de 0,344 L/kg, o que sugere uma distribuicdo adequada no organismo (tabela 9)
( ADMETlab, 2024; JESUS, 2023; MODA, 2007).

Tabela 9. Propriedades da Distribui¢do de Flavo2 obtidos do software ADMETIab 3.0.

PPB 96,7%
VDs 0,344
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BBB

Fu 3,1%
Inibidor OATP1B1 +++
Inibidor OATP1B3 4+
Inibidor de BCRP ++
Inibidor de MRP1 +++

Inibidor de BSEP

O Flavo2 obteve valores excelentes na avaliacdo Medicamentos que atuam no Sistema
Nervoso Central (SNC), apresentam um grande valor terapéutico, devido ao produzirem efeitos
como alivio da febre, dor e crises epiléptica precisam atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE) para alcancar seus alvos moleculares. Moléculas com um logBBB > -1 sédo classificadas
como BBB+ (Categoria 1), enquanto aquelas com logBBB < -1 sdo consideradas BBB-
(Categoria 0). O valor de saida indica a probabilidade de um composto ser BBB+, variando de
0al( ADMETlab, 2024).

O Flavo2 obteve valores excelentes nesse contexto. Porém a fracdo ndo ligada em
plasmas é um importante indicador farmacocinético. A maioria dos medicamentos no plasma
existira em equilibrio entre um estado néo ligado ou ligado as proteinas séricas. A eficacia de
um medicamento pode ser afetada pelo grau em que ele se liga as proteinas do sangue, pois
guanto mais ligado, menos eficientemente ele consegue atravessar as membranas celulares ou
se difundir. Uma fracdo ndo ligada maior ou igual a 5% € considerada excelente, enquanto uma
fracdo menor que 5% é considerada pobre. No caso do Flavo2, ele apresentou uma fracdo nédo
ligada de 3,1%, o que indica uma ligacdo pobre as proteinas séricas ( ADMETIab, 2024;
DELUCIA; PLANETA, 2006).

Os transportadores de anions organicos (OATPs) 1B1 e 1B3 desempenham um papel
crucial na captacdo hepética de substancias e sdo membros da familia OATP, que compreende
11 membros em humanos, possuindo 12 dominios que atravessam a membrana. OATP1B1 e
OATP1B3 sdo predominantemente expressos na superficie basal dos hepatécitos em individuos
saudaveis. A inibicdo desses transportadores pode resultar em interagdes medicamentosas
significativas. Em relacdo a interpretacdo dos resultados, a categorizacdo pode ser feita em duas
categorias: Categoria 0 para ndo inibidor e Categoria 1 para inibidor. O Flavo2 foi identificado
como um possivel inibidor de ambos os OATPs, de acordo com os critérios avaliados
(ADMETIab, 2024; MAEDA, 2015).

A proteina de resisténcia a mdltiplas drogas 1 (MRP1), também conhecida como

ABCC1, é um transportador de cassete de ligacgdo ao ATP encontrado em humanos. Sua
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descoberta inicial foi motivada pela capacidade de conferir resisténcia a diversos medicamentos
em células de cancer de pulmdo. O MRP1 desempenha um papel crucial na absorcdo e
eliminagdo de uma ampla variedade de substancias enddgenas e xenobioticas, incluindo varios
medicamentos, através de 6rgaos e barreiras fisioldgicas. A inibi¢do de suas fun¢Ges normais
pode resultar em interagcBes medicamentosas, quanto a colestase induzida por medicamentos é
um efeito colateral frequentemente observado e geralmente esta relacionado a uma interacdo
inesperada com a bomba de exportacdo de sais biliares (BSEP). O BSEP é o principal
transportador de membrana responsavel pelo transporte de &cidos biliares dos hepatocitos para
a bile. A retencdo de &cidos biliares também pode ser causada por compostos que inibem a
atividade da BSEP. No caso do Flavo2, foi observado que ele obteve resultados insatisfatorios
em relacdo a ambos os critérios avaliados, possivelmente indicando um potencial efeito adverso
sobre esses sistemas de transporte ( ADMET Ilab, 2024; COLE, 2014; MAEDA, 2015).

7.5.6 EXCRECAO

A depuracdo plasmatica (CL) € um pardmetro farmacocinético importante, pois
representa a capacidade geral do organismo de eliminar um medicamento, controlando a
exposicdo | do corpo a um medicamento. A interpretacdo dos resultados de depuracgéo
plasmatica é baseada em intervalos empiricos. Valores acima de 15 ml/min/kg indicam uma
depuracéo alta, valores entre 5-15 ml/min/kg indicam uma depuracdo moderada e valores
abaixo de 5 ml/min/kg indicam uma depuracgéo baixa. Onde Flavo2 obteve como resultados na
depuracdo plasmatica 8.926, sendo considerada assim, uma depuracdo moderada. Enquanto a
meia-vida (T 1/2 ) de um medicamento é um conceito hibrido que envolve depuracdo e volume
de distribuicdo, e é indiscutivelmente mais apropriado ter estimativas confiaveis dessas duas
propriedades. A meia-vida é o tempo necessario para que a concentracdo plasmatica ou a
quantidade de medicamentos presentes no organismo sejam reduzidas pela metade
(ADMETIlab, 2024; LOPES, 2012).

A unidade de medida para a meia-vida de um medicamento, representada como T1/2, é
em horas. Os medicamentos sao classificados de acordo com sua meia-vida da seguinte forma:
Meia-vida ultracurta: T1/2 < 1 hora; Meia-vida curta: 1-4 horas; Meia-vida intermediaria: 4-8
horas; Meia-vida longa: T1/2 > 8 horas, onde na decisdo empirica >8: excelente ( verde ); 1-8:
médio ( amarelo ); <1: pobre ( vermelho ), o Flavo2 assim, obteve meia-vida curta (tabela 10
)(ADMETlab, 2024).
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Tabela 10. Propriedades de Excrecdo de Flavo2 obtidos do software ADMETIab 3.0.

Plasma CL 8.926
T1/2 1.713

7.5.7 TOXICIDADE

Durante a despolarizacao e repolarizacdo cardiaca, um canal de potassio dependente de
voltagem, codificado pelo gene hERG, desempenha um papel crucial na regulacéo do potencial
de acdo cardiaco e do potencial de repouso. O bloqueio desse canal pode resultar na sindrome
do QT longo (SQTL), arritmias e Torsade de Pointes (TdP), que podem levar a palpitacdes,
desmaios e até morte subita. Substancias com IC50 < 10 uM sao consideradas bloqueadoras do
canal hERG+ (Categoria 1), enquanto aquelas com IC50 > 10 uM séo classificadas como néo-
bloqueadoras do canal hERG- (Categoria 0). O Flavo2 apresentou valores desfavoraveis no
parametro de bloqueio do canal hERG (10 uM), mas obteve resultados excelentes em outros
ensaios relacionados ao canal hERG. A lesdo hepatica induzida por medicamentos, conhecida
como DILI, é uma condicdo comum que ocorre frequentemente ap0s a administracdo de
medicamentos em doses usuais ( ADMETlab, 2024).

Os sintomas podem variar desde um leve aumento nas enzimas hepéticas até a
insuficiéncia hepatica. A categorizacdo de substancias em relacdo a DILI é feita em categoria 0
para negativo e categoria 1 para positivo. No caso do Flavo2, os resultados foram desfavoraveis
nesse parametro, indicando um potencial impacto negativo sobre a funcéo hepética (tabela 11)
(ADMETIlab, 2024; BLATT; BECKER; LUNARDELI, 2016).

Tabela 11. Propriedades de Toxicidade de Flavo2 obtidos do software ADMETIab 3.0.

Bloqueadores hERG 0,062
Blogueadores hERG (10um) 0,71
DiLlI 0,788
Toxicidade AMES 0,634
Toxicidade aguda oral em ratos 0,504
FDAMDD 0,93
Sensibilizagéo da Pele 0,996
Carcinogenicidade 0,46
Corrosdo ocular 0,037
Irritacdo ocular 0,996
Respiratorio 0,654
Hepatotoxicidade Humana 0,353

Nefrotoxicidade induzida por drogas 0,009



64

Neurotoxicidade induzida por drogas 0,002
Ototoxicidade 0,416
Hematotoxicidade 0,017
Genotoxicidade 0,994
Imunotoxidade RPMI-8226 0,016
Citotoxicidade A549 0,974
Citotoxicidade Hek293 0,734
BCF 1.088

IGC50 4.211

LC50DM 4.869
LC50FM 4.612

O teste de AMES é um dos recomendados pelas agéncias internacionais e instituicfes
governamentais para avaliar a capacidade mutagénica de drogas e compostos sintéticos. A
mutagenicidade estd intimamente ligada a carcinogenicidade, tornando esse ensaio 0 mais
utilizado para testar a mutagenicidade de compostos. Ele é classificado em duas categorias:
Categoria 0 para mutagenicidade ndo-AMES e Categoria 1 para mutagenicidade AMES. O
valor resultante representa a probabilidade de mutagenicidade do AMES, variandode0a 1. O
Flavo2 obteve valores intermediarios, com 0,634. Além disso, ele também apresentou valores
intermediarios na determinacdo da toxicidade aguda em mamiferos, como ratos ou
camundongos, com 0,504. Essa avaliacdo é de grande importancia para a seguranca de
candidatos a medicamentos ( ADMET]Iab, 2024; SANTOS, 2007).

O FDAMDD fornece uma estimativa do limite de dose téxica de produtos quimicos em
humanos. O valor de saida do FDAMDD ¢ a probabilidade de ser toxico, na Categoria 1:
FDAMDD positivo, < 0,011 mmol/kg -pc/dia; Categoria 0: FDAMDD negativo, > 0,011
mmol/kg-pc/dia. O Flavo2 obteve resultados desfavoraveis, em torno de 0,93. A irritacdo da
pele € uma possivel consequéncia negativa de produtos aplicados na pele. A avaliagdo da
capacidade de um composto, que pode ter contato com a pele, para causar dermatite alérgica de
contato € uma preocupacdo significativa em termos de seguranca. A interpretacdo dos
resultados € a seguinte: categoria 1 - Causador de sensibilidade; Categoria 0 - Ndo causa
sensibilidade. O Flavo2 demonstrou resultados que indicam sua capacidade de causar
sensibilidade, com um valor aproximado de 0,996 ( ADMETlIab, 2024; ZHANG,; LI; SHI;
CHEN et al., 2023).

O céncer, incluindo o CCR é resultado de erros na replicacdo do DNA, que podem ser
causados por danos oxidativos, adutos exociclicos e despurinagdo. Esses erros sdo geralmente

corrigidos por enzimas de reparo de DNA, mas alguns erros permanentes ocorrem a cada
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replicacdo. Com o tempo, uma unica célula pode acumular todos 0s erros necessarios para se
tornar cancerosa. Dois mecanismos principais aumentam o risco de cancer: 1) danos diretos ao
DNA, que aumentam os erros a cada replicacdo, e 2) aumento do numero de replicacédo do
DNA, o que aumenta as chances de erros espontaneos (COHEN, 2017).

Para a avalia¢do de carcinogenicidade do composto Flavo2, é feita em uma escala de 0
a 1, onde 0-0.3 é considerado excelente, 0.3-0.7 ¢ médio e 0.7-1.0 é ruim. O composto Flavo2
obteve uma pontuacdo de 0.46, apenas 0.16 pontos acima da média excelente, indicando
resultados medianos. Os tecidos da cornea e da conjuntiva, que comp&em a superficie anterior
do olho, estdo diretamente expostos ao ar e sdo facilmente lesados por produtos quimicos. Os
testes para determinar o grau de irritacdo, conhecidos como testes de irritacdo ocular ou cutanea,
foram descritos inicialmente por John H. Draize e continuam sendo adotados mundialmente por
orgdos oficiais. O composto Flavo2 obteve resultados excelentes, demonstrando ser um
composto ndo corrosivos, porém irritante (COHEN, 2017; DE OLIVEIRA,; SILVA; ALVES;
DE FARIAS PRESGRAVE et al., 2012).

A toxicidade respiratéria é a principal razdo para a retirada de medicamentos do
mercado. Muitas vezes essa condicdo pode ndo apresentar sinais ou sintomas distintos
precocemente, especialmente em medicamentos amplamente utilizados, resultando em
significativa morbidade e mortalidade. Assim, a vigilancia atenta e o tratamento adequado da
toxicidade respiratoria assumem uma importancia crucia BERTOLAMI, 2005).

Muitos medicamentos comumente utilizados na préatica clinica podem desencadear
reacOes adversas, como lesdes hepaticas, 0 que pode restringir sua aplicacdo e os beneficios
terapéuticos esperados. Essas lesGes hepaticas podem ser de dois tipos: hepatocelular,
caracterizada pelo aumento das enzimas transaminases oxaloacetato e piruvato (TGO e TGP),
ou colestatica, que resulta no aumento da bilirrubina (especialmente da fracdo direta), da
fosfatase alcalina e da gama-glutamil transferase (G-GT). Com isso, foi avaliado o potencial do
composto Flavo2 em ocasionar toxicidade respiratoria e Hepatotoxicidade Humana. Em uma
escala de 0-0,3: excelente; 0,3-0,7: médio; 0,7-1,0: ruim, o Flavo2 pontuou 0,654 e 0,353,
respectivamente, obtendo uma pontuacdo mediana para os criterios avaliados ( ADMET]Iab,
2024; BERTOLAMI, 2005).

Os rins atuam na manutencdo da homeostase corporal, eliminando produtos do
metabolismo e conservando substancias essenciais, como proteinas, eletrélitos e agua. A
insuficiéncia renal ocorre quando a fungéo dos rins € comprometida, frequentemente associada
a hipertensdo arterial, diabetes mellitus e exposicdo a substancias nefrotoxicas (DE MELLO;
ROCHA; OLIVEIRA; MENDONCA et al., 2021).
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A nefrotoxicidade induzida por medicamentos refere-se aos efeitos prejudiciais que
alguns produtos quimicos e medicamentos podem ter nos rins, resultando na rapida deterioracédo
da funcéo renal. As substancias neurotoxicas sdo aquelas que apresentam afinidade para o
tecido nervoso, provocando alteragdes funcionais, podendo contribuir para varios distarbios
mentais e neuroldgicos. O composto Flavo2 foi avaliado para nefrotoxicidade e neurotoxicidade
induzida por drogas, obtendo resultados excelentes nos dois parametros avaliados (DE
MELLO; ROCHA,; OLIVEIRA; MENDONCA et al., 2021; GAMEIRO, 2016).

Os compostos ototdxicos tém o potencial de causar danos ao ouvido interno, afetando
suas estruturas ou o sistema nervoso associado. O composto Flavo?2 foi avaliado nesse aspecto
e recebeu uma pontuacdo mediana de 0,416 numa escala de 0 a 1, onde 0 indica auséncia de
potencial ototoxico e 1 indica potencial ototdxico. A hematotoxicidade induzida por produtos
quimicos refere-se aos efeitos adversos desses produtos nos 6rgaos responsaveis pela producao
de sangue, como a medula Gssea e 0s componentes sanguineos (plaquetas, leucdcitos e
eritrocitos) ( ADMET]Iab, 2024).

O composto Flavo2 obteve resultados 6timos, com uma pontuacédo de 0,017, indicando
auséncia de potencial hematdxico, porém obteve uma pontuacdo de 0,994, indicando uma
probabilidade de apresentar genotoxicidade. A genotoxicidade refere-se a habilidade de
compostos causarem danos ao material genético dentro das células. A interacdo com agentes
quimicos ou bioldgicos pode levar a instabilidades no genoma e/ou mudangas epigenéticas, que
por sua vez estdo associadas a diversas patologias, como o cancer. ( ADMET]Iab, 2024).

O composto Flavo2 néo apresentou probabilidade de exibir imunotoxicidade em RPMI-
8226, com uma pontuagdo de 0,016. A linhagem celular RPMI-8226, que é uma linhagem de
mieloma multiplo, porém o composto obteve um potencial imunotoxicidade em A549, uma
linhagem celular humana de cancer de pulmé&o de células ndo pequenas, com uma pontuacao
de 0,974 e também em células HEK293 com uma pontuacdo de 0,734. HEK293 sdo células
renais embrionarias humanas e sdo relativamente sensiveis ao microambiente externo. Essa
avaliacdo ajuda a determinar a toxicidade desses compostos para as mencionadas linhagens
celulares, auxiliando para descoberta de medicamentos e ensaio de citotoxicidade celular
( ADMETlab, 2024).

O fator de bioconcentracdo (BCF) é um indicador da capacidade de uma substancia
quimica se acumular em organismos expostos em relacdo a sua concentracdo na agua
circundante. O BCF reflete a tendéncia de um agente em se acumular nos organismos apenas a
partir da exposi¢cdo em meio aquoso. No caso do Flavo2, foi observado um potencial toxico de

bioconcentracdo. O IGC50 de Tetrahymena pyriformis em 48 e 96 horas representa a
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concentracdo do produto quimico em estudo na agua (em mg/L) que provoca uma inibicao de
50% do crescimento dessa espécie em cada periodo de tempo. O Flavo2 ndo é considerado
altamente toxico com base nesses critérios (FERRARI; DI MARIO, 2022; SANTOS, 2015).

Tabela 12. Propriedades de Caminho Tox21 de Flavo2 obtidos do software ADMET]Iab 3.0.

NR-AhR +++
NR-AR -
NR-AR-LBD +
NR-Aromatase ++
NR-ER ++
NR-ER-LBD ++
NR-PPAR-gama +
SR-ARE +++
SR-ATAD5 --
SR-HSE +++
SR-MMP +++
SR-p53 +++

Condicg6es que resultam em uma ativacdo anormal do receptor de androgénios (AR),
como mutagdes, amplificagdo da via de sinalizagdo androgénica ou ativagdo de vias
independentes de androgénios, podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
prostaticas ou carcinomas prostaticos que ndo respondem a terapia hormonal. O receptor de
androgeno, um receptor hormonal nuclear, desempenha um papel crucial no cancer de prostata
dependente de AR e em outras doencas relacionadas aos andrdgenos. Entdo a terapia de
privacao androgénica é utilizada em neoplasia metastatica ( ADMETIab, 2024; SOUZA, 2023)

Os desreguladores endocrinos (EDCs) sdo uma categoria de poluentes ambientais, onde
suas interacfes com os receptores de hormonios esteroides, como o AR, podem causar
disfungdes na fungdo enddcrina normal e interferir na homeostase metabdlica, na reproducéo e
nas funcbes de desenvolvimento e comportamentais. O Flavo2 demonstrou uma probabilidade
moderada de ser um agonista do AR (NR-AR) (tabela 12), podendo se ligar ao dominio de
ligacdo a ligantes (LBD) do receptor de andrégeno NR-AR-LDB). A aromatase, por sua vez, é
responsavel pela conversdo de andrégenos em estrogénio, desempenhando um papel crucial na
manutencdo do equilibrio entre esses horménios em varios Orgdos sensiveis aos EDCs
(ADMETIab, 2024; BILA; DEZOTTI, 2007).

O Flavo2 foi considerado um inibidor da aromatase (NR-AhR) e (NR-Aromatase),
podendo afetar o equilibrio entre androgenos e estrogénios. O receptor de hidrocarboneto de

arila (AhR) é essencial para as respostas do organismo as mudangas ambientais, mediando
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reacOes a poluentes como hidrocarbonetos aromaticos. O AhR ndo apenas induz enzimas de
desintoxicacdo, mas também interage com outras vias celulares. O Flavo2 ativa o AhR. Por
outro lado, o receptor de estrogénio (ER) desempenha um papel crucial no desenvolvimento e
na reproducéo, e sua desregulacdo por produtos quimicos pode causar problemas hormonais. O
Flavo2 demonstrou interagir com os receptores de estrogénio (NR-ER) e (NR-ER-LBD)
( ADMETIab, 2024; BRANCHINI, 2011).

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) sdo membros da
familia de receptores nucleares que desempenham um papel fundamental na regulacdo da
glicose, metabolismo lipidico e resposta inflamatéria, sdo fatores de transcri¢cdo sensiveis a
lipidios que se dividem em trés subtipos: PPAR alfa, PPAR delta (ou PPAR beta) e PPAR gama.
Eles formam heterodimeros com o receptor Retindide X (RXR) para regular a transcri¢éo
genética. O PPAR-gama, conhecido como receptor de glitazona, desempenha um papel crucial
no metabolismo de glicose e lipidios. O Flavo2 teve resultados intermediérios nesse aspecto
(TAVARES; HIRATA; HIRATA, 2007).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producéo de compostos
oxidantes e a capacidade dos sistemas antioxidantes de defesa. O estresse oxidativo esta
relacionado ao desenvolvimento de diversas doencas, incluindo cancer e doencas
neurodegenerativas. A via de sinalizagdo do elemento de resposta antioxidante (ARE) é crucial
para combater o estresse oxidativo. No entanto, o Flavo2 obteve resultados negativos nessa area
(ADMETIab, 2024; BARBOSA; COSTA; ALFENAS; DE PAULA et al., 2010; TAVARES;
HIRATA; HIRATA, 2007).

Mutacdes sométicas no gene ATAD5S foram identificadas em pacientes portadores de
diferentes tipos de cancer. Uma analise gendmica abrangente revelou que o locus ATAD5 esta
associado a uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento dessas doencas. Os niveis da
proteina ATADS5 aumentam em resposta a danos no DNA, o que é crucial para células
cancerosas em rapida divisdo, pois precisam duplicar seu genoma a cada divisédo celular. A falha
nesse processo pode levar a morte dessas células. Embora muitos agentes quimioterapicos
tenham sido desenvolvidos com base nesse conceito, eles tém limitacbes, como baixa eficacia
e efeitos colaterais graves. O Flavo2 apresentou excelentes resultados nesse contexto. Por outro
lado, o Flavo2 teve resultados negativos no parametro SR-HSE, relacionado ao elemento de
resposta do fator de choque térmico. Varios tipos de estresse podem ativar a resposta proteica
desdobrada (HSR/UPR), regulada por fatores de transcri¢cdo de choque térmico (HSFs), como
HSF-1, -2 e -4 (ADMETIab, 2024; MELISI; HOLLEBECQUE; OH; CALVO et al., 2019).

O potencial de membrana mitocondrial (MMP) é crucial para a funcdo mitocondrial,
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impulsionando a sintese de ATP. A MMP ¢ frequentemente medida em células vivas para
avaliar os efeitos de produtos quimicos; quedas na MMP podem ser detectadas com corantes
fluorescentes. O Flavo2 teve resultados negativos, indicando que ndo afeta a MMP. A proteina
p53, envolvida na supressao de tumores, é ativada em resposta a danos celulares. Sua ativagdo
é um indicador de danos no DNA e estresse celular. O Flavo2 também teve resultados negativos
em relacdo a ativacdo do p53 ( ADMET]Iab, 2024).

7.6 VALIDACAO DA ANCORAGEM MOLECULAR

As estruturas no PDB geralmente estdo ligadas a ligantes, o que requer uma validacao
das proteinas-alvo e dos protocolos de docking. Este processo de validacdo é realizado atraves
do re-docking ou seja, reencaixe. No re-docking, o ligantes co-cristalizados dos receptores sao
removidos, sem quaisquer procedimentos de minimizacdo e sdo acoplados de volta aos
receptores originais. Entdo é realizado a sobreposicéo para verificar se 0 complexo original
proveniente do PDB e o complexo recém preparados estdo com os ligantes no mesmo sitio
(MATEEV; VALKOVA; ANGELOV; GEORGIEVA et al., 2022). Porém a proteina TGF- B
(5E8S) ndo estava acoplada com ligante no PDB por este motivo ndo foi necessario realizar a

validagéo (figura 11).

Figura 11. Validacao das estruturas do PDB. Re-docking das estruturas proveniente do PBD com seu ligante
original e sobreposicgdo das estruturas. (A) mTOR (4JT5), (B) PI3K (4L23), ERK (7TAUV) TNF-a (2AZ5).
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7.7.ANCORAGEM MOLECULAR

7.7.1 mTOR E O FLAVO2

A desregulacdo da via de sinalizacdo de mTOR esta fortemente ligada ao crescimento
de tumores, para combater isso, um inibidor da proteina mTOR € visto como uma forma
promissora de tratar o cancer. O sitio de ligacdo ao ATP de mTOR é principalmente constituido
por residuos hidrofobicos. Os flavonoides sdo conhecidos por sua natureza hidrofébica devido
a abundancia de aneis aromaticos em sua estrutura quimica, o que contribui para uma energia
de ligacdo mais favoravel (DAS; MATADA; DHIWAR; RAGHAVENDRA et al., 2023; LI,
MENG; WANG; YU et al., 2018; RUIZ-TORRES; LOSADA-ECHEBERRIA; HERRANZ-
LOPEZ; BARRAJON-CATALAN et al., 2018).

O sitio de ligacdo do ATP em mTOR esta localizado no dominio catalitico (KD), entre
os dois lobos, N-terminal e C-terminal, contendo os residuos Val-2240 e Trp-2239, cruciais
para inibir sua atividade. A interacdo do Flavo2 com mTOR envolve 9 residuos, formando
ligagGes convencionais de hidrogénio com Lys-2187, Asp-2191, Gly2238, Val2240. Formou
também ligagdes carbono-hidrogénio com Leu-2192, Trp-2239 e Asp-2357, ligagdes PI1-Sigma
lle -2237 e lle-2356, PI-Alkyl com Leu-2185 e Met-2345, além de doadores Pi de ligacdes de
hidrogénio com Asp-2357, lle-2356 e Glu-2190 e ligacdes Pi-anion com Glu-2190. A interacédo
entre mTOR e Flavo2 realizada gerou uma energia de ligacdo de -8,74 e envolveu 12 ligantes
presentes no sitio de ATP de mTOR. Um dos ligantes cruciais para inibir a atividade de mTOR
a Val-2240, formou ligacdo de hidrogénio, que sdo interacdes secundarias entre um atomo de
hidrogénio ligado covalentemente a outro a&tomo e um par de elétrons nédo ligantes de um
terceiro atomo. Essas interacdes sdo essenciais para a determinacdo da estrutura cristalina e
influenciam a solubilidade de compostos em agua e outros solventes, além de aumentar 0s
pontos de fusdo e ebuli¢do das substancias. (Figura 12) (MELO; GUEDES).



71

Figura 12 Ancoragem mTOR e Flavo2. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina mTOR e
Flavo2 no sitio de ATP, (B) representagdo 2D das interacOes presentes no acoplamento, (C) painel de
superficies receptoras de doador e aceptor de hidrogénio.

7.7.2 mTOR E PI-103

A ancoragem de mTOR com o farmaco PI-103, um mecanismo interrompe a via de
sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, afetando processos celulares como crescimento, continuidade,
sobrevivéncia e metabolismo. (LUO; ZHONG; GUO; ZHANG et al., 2020; PARK; CHAPUIS;
BARDET; TAMBURINI et al., 2008). O acoplamento foi realizado no sitio de ligacdo do ATP
para comparacdo e avaliacdo da atividade inibitdria do composto Flavo2. O farmaco interagiu
com 9 residuos, formando ligacdes convencionais de hidrogénio com Glu-2190, uma ligacdo
de hidrogénio do doador Pi com Leu-2185, 1le-2356, Asp-2357, uma interagéo PI-Sigma com
Ile-2237 e lle-2356, ligagOes Alkyl e PI-Alkyl com Leu-2185, Val-2227, Phe-2358, ligacoes Pi
anion e Pi cation com Asp-2357 e Lys-2187 e ligacdes Pi-Pi com Tyr-2225. A ancoragem do
medicamento PI-103 ndo interagiu com nenhum dos residuos cruciais para inibir a atividade de
mTOR e obteve uma energia de ligacdo de -8,78, muito préxima da energia encontrada para o
composto Flavo2, que foi de -8,74. (Figura 13).
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Figura 13 Ancoragem mTOR e P1-103. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteinamTOR e PI-
103 no sitio de ATP, (B) representacdo 2D das interagBes presentes no acoplamento, (C) Sobreposicéo

da ancoragem de mTOR- Flavo2 e mTOR-PI-103 para validar a presenca dos ligantes no mesmo sitio.
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7.7.3 PI3K E FLAVO2

O sitio de ligacdo do ATP na PI3K esta localizado em uma fenda entre os I6bulos N e
C-terminal do seu dominio catalitico p110a (AZEVEDO, 2022).A docagem com PI3K com
Flavo2 interagiu com 10 residuos, formando ligagcdes convencionais de hidrogénio com Asp-
810, Asp-933, Tyr 836 e Val-851, ligacédo PI-Sigma com lle-848 e Met-922, PI-Alkyl com lle-
800, Val-850 e Ile-932. Val-851 e Ligagdes Pi anion e Pi enxofre com Asp-933. A anélise da
ancoragem revelou uma energia de ligacdo baixa, elaborada em -7,89, proporcionando uma
interacdo significativa com o residuo crucial para a inibigcdo da atividade de PI3K. A ligacéo de
hidrogénio com a Val-851, pode desempenhar um papel fundamental na eficcia do composto,
este resultado sugere que a estrutura Flavo2 Pode conter um potencial significativo para
atividade inibitéria de PI3K. (Figura 14).
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Figura 14. Ancoragem de PI3K e Flavo2. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina PI3K e
Flavo2 no sitio de ATP, (B) representagdo 2D das interacOes presentes no acoplamento, (C) painel de
superficies receptoras de doador e aceptor de hidrogénio.

7.7.4 PI3K E PI-103

O acoplamento de PI3K com PI-103 farmaco inibidor dual de mTOR/PI3K obteve 7
interagcOes. Estas incluem ligagcdes convencionais de hidrogénio com Val-851, interacgdes Pl-
Sigma com lle-848 e 1le-932, além de ligacdes Alkyl e PI-Alkyl com Leu-807 e Met-772.
Adicionalmente, foram identificadas ligacdes Pi enxofre com Met-922 e ligacdes Pi-Pi com
Tyr-836. A energia de ligacdo resultante foi calculada em -7,33, estabelecendo uma forte
interagdo entre as moléculas. E importante notar que houve interagio com o principal residuo

envolvido na inibicéo de PI3K. (Figura 15).

Figura 15. Ancoragem mTOR e P1-103. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina PI3K e PI-
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103 no sitio de ATP, (B) representagdo 2D das interagdes presentes no acoplamento, (C) Sobreposi¢do

da ancoragem de PI3K- Flavo2 e PI3K-PI-103 para validar a presenca dos ligantes no mesmo sitio.

7.7.5. ERK E FLAVO2

A ERK é uma enzima quinase responsavel pela fosforilacdo de grupos fosfatos a
residuos de serina ou treonina em proteinas que contém a sequéncia-alvo Ser/Thr. O sitio de
ligacdo do ATP na ERK esta localizado em seu dominio quinase, onde ocorre a transferéncia
de grupos fosfatos do ATP para os substratos da ERK. A ancoragem da ERK resultou em
interagdes convencionais de hidrogénio com Asp-111, Thr-110, Met-108 e Glu-71, interacGes
Pi catidnica e Pi enxofre com Lys-114, Cys-166, interacdes Pi alquila com os residuos lle- 31,
Ala-52 e lle-84, e interacdes Pi-sigma com Leu-156. O composto Flavo2 interagiu com Met-
108, um residuo chave na regido conhecida como "dobradica”, onde a adenina do ATP se liga
a ERK2, apresentando uma energia de ligacdo de -7,64. Essa interacdo é fundamental para

fornecer a energia necesséria para a atividade catalitica da enzima (figura 16).
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Figura 16. Ancoragem de ERK e Flavo2. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina ERK e
Flavo2 no sitio de ATP, (B) representagdo 2D das interacfes presentes no acoplamento, (C) painel de
superficies receptoras de doador e aceptor de hidrogénio.

7.7.6 ERK E ULIXERTINIBE

O ulixertinibe é um inibidor especifico de ERK que demonstrou reduzir o crescimento
tumoral e induzir a regressdo tumoral em modelos de xenoenxerto mutante BRAF e RAS (JI;
YANG; LEI; CAl etal., 2018). A ancoragem de ERK com ulixertinibe apresentou uma energia
de ligacdo de -7.65, interagindo com 9 aminoéacidos e apresentando ligaces de hidrogénio com
Met-108, um residuo chave na regido conhecida como "dobradica”, GIn-105 e Glu-71, ligacGes
Pi-sigma com o residuo Leu-156, Pi alkyl com Ala-52, ligagdes ndo favoraveis doador-doador
com Asp-106 e Lys-114, doador de ligacdo de hidrogénio pi com Cys-166 e Pi cation com Lys-
54. Quando avaliadas as interacOes e a energia de ligacdo, o Flavo2 demonstrou uma energia

de ligacdo muito proxima & do farmaco de referéncia, registrando um valor de -7,64. Esse
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resultado sugere que o Flavo2 possui um potencial promissor em termos de atividade

farmacologica (figura 17).

Figura 17 Ancoragem ERK e Ulixertinibe. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina ERK e
Ulixertinibe no sitio de ATP, (B) representacdo 2D das interagdes presentes no acoplamento, (C)
Sobreposi¢do da ancoragem de ERK- Flavo2 e ERK- Ulixertinibe para validar a presenca dos ligantes

no mesmo sitio.

7.7.7 TGFBR1 E FLAVO2

O TGEFp ¢ reconhecido como uma citocina imunossupressora poderosa. A inibicao de
sua sinalizagdo é capaz de reverter essa supressao, ativando assim respostas imunes adaptativas.
O receptor TGFp tipo 1 (TGFBR1), ao ser inibido, anula a ativa¢do da via candnica, bloqueando
a sinalizagdo através de todos os trés ligantes do TGFf, atuando assim, como um supressor
tumoral (LEI; XU; WANG; YANG et al., 2014; MELISI; HOLLEBECQUE; OH; CALVO et
al., 2019). A ancoragem de TGFBR1 com Flavo2 demonstrou uma forte interagdo, com uma
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energia de ligacdo de -9.80. Esta interacdo envolveu diversas intera¢@es, incluindo ligacdes
convencionais de hidrogénio com a His-283, residuo-chave para a inibicdo da proteina, além
dos residuos Glu-245, Asp-351, Tyr-249, Ser-280 e Asp-290, interacdes de ligacdo Pi-sigma
com a Val-219, e ligagdes Pi alkyl com Leu-260, Ala-230, lle-211 e Leu340, uma interagdo de
ligagdo carbono-hidrogénio com o residuo lle-211 e uma interag&o cation com o residuo Lys-
232. Essas interacOes sdo fundamentais para a estabilidade da ligagdo entre TGFBRI1 e 0
composto Flavo2, e podem ser exploradas para novos farmacos com potencial atividade
inibitoria (figura 18).

Figura 18 Ancoragem de TGFBR1 e Flavo2. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina TGFPR1 e Flavo2
no sitio de ATP, (B) representacdo 2D das interagBes presentes no acoplamento, (C) painel de superficies
receptoras de doador e aceptor de hidrogénio.

7.7.8 TGFBR1 E GALUNISERTINIBE

O Galunisertib (LY2157299) € um inibidor seletivo de moléculas pequenas do receptor
TGF-B tipo I. Foi utilizado como farmaco de referéncia para comparar a eficiéncia do composto

Flavo2. A ancoragem do Galunisertib obteve uma energia de ligacdo de -9.95, ligeiramente
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superior ao Flavo2 em cerca de 0.15, uma diferencga ndo significativa. Apesar de estar acoplado
no mesmo sitio, o farmaco ndo interagiu com o residuo chave para a inibicdo da proteina. No
entanto, foram observadas ligacfes de hidrogénio com Ala-230, Leu-278 e Asp-351, além de
ligacGes de carbono-hidrogénio e doador de ligacdo de hidrogénio Pi com Ser-280. Também
foram identificadas ligacOes alkyl e Pi alkyl com Leu-280, lle-211, Ala-350 e Leu-340, e por
fim, ligacdes Pi cation com Lys-232 (figura 19).

Figura 19 Ancoragem TGFBR1 e Galunisertinibe. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina TGFBRI1
e Galunisertinibe no sitio de ATP, (B) representagdo 2D das interagcBes presentes no acoplamento, (C)
Sobreposi¢do da ancoragem de TGFBR1- Flavo2 e TGFBR1- Galunisertinibe para validar a presenca dos ligantes

no mesmo sitio.

7.7.9 TNF-a E FLAVO2

O TNF-a é uma proteina trimérica que desempenha papeis cruciais na regulacdo do
sistema imunoldgico e na patogénese de diversas doencas, incluindo o cancer, torna-o um alvo

importante para a terapia do cancer. A ancoragem com o composto Flavo2, obteve como energia
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de ligacdo -7,69 e ligacdo de Pi-Pi e Pi-Pi empilhado com Tyr-119, residuo essencial para a
inibicdo da atividade de TNF-a. As ligacBes quimicas formadas podem ser classificadas como
simples e duplas, de acordo com a teoria de Lewis. A ligacdo simples ocorre pela interacdo
entre 0s orbitais atbmicos s-s, s-p e px-px. Essas ligagdes sdo designadas como ligagdes o
(sigma) pela teoria de ligacéo de valéncia. Por outro lado, a ligagdo conhecida por dupla ocorre
pela interacdo dos orbitais atbmicos py-py e pz-pz. Essas ligacdes duplas sdo denominadas
ligagoes m (Pi). Obteve também ligacdes pi solitarios e convencionais de hidrogénio com Tyr-
151 de cadeia A e ligagGes convencionais de hidrogénio com Tyr-151 na cadeia B, GIn-149 e
Gly-121. Esses padrdes de interagdo sugerem um potencial para a inibi¢ao eficaz da atividade
do TNF-a (figura 20).

Figura 20 Ancoragem de TNF-a e Flavo2. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina TNF-a e Flavo2,
(B) representacdo 2D das interagdes presentes no acoplamento, (C) painel de superficies receptoras de doador e

aceptor de hidrogénio.

7.7.10 TNF-o E SPD304

SPD-304 foi descoberto como um antagonista promissor do fator de necrose tumoral

alfa (TNF) que promove dissociacao dos trimeros do TNF e, portanto, bloqueia a interacdo do
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TNF e seu receptor.(ALEXIOU; PAPAKYRIAKOU; NTOUGKOS; PAPANEOPHYTOU et
al., 2014) A ancoragem com o farmaco de referencia para inibicdo de TNF-a, obteve uma
energia de ligacdo de -7,60, inferior ao composto Flavo2 e interagiu com os residuos chaves
para a inibicdo Tyr-119 de cadeia A e B formando liga¢des Pi sigma, também obteve a mesma
ligacdo com a Tyr-59 A/B, ligacOes de van der waals com a Gly-112, LigagOes Pi-Pi com a
Gly-121 e Ligagdes convencionais de hidrogénio e Pi alkyl com a Tyr-151. Apesar de interagir
com residuos-chave, o Flavo2 demonstrou melhores resultados, alcancando uma energia de
ligacdo mais satisfatoria. Essa caracteristica sugere que o Flavo2 pode ser mais eficaz no
contexto da sinalizacdo celular, possivelmente devido a sua maior afinidade e interagdo com 0s

alvos especificos envolvidos (figura 21).

Figura 21 Ancoragem TNF-a e SPD304. (A) Representacdo 3D da ancoragem da proteina TNF-a e SPD304,
(B) representacdo 2D das interacfes presentes no acoplamento, (C) Sobreposicao da ancoragem de TNF-a - Flavo2

e TNF-o - SPD304 para validar a presenga dos ligantes no mesmo sitio.

7.8 HEAT MAP DA ANCORAGEM MOLECULAR

O Heat Map foi construido no GraphPad Prism 8.0.2, onde valores menores que -9,80

foram atribuidos a coloracdo azul, o valor base a coloragdo roxa e os maiores valores a coloragao
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amarela. Ao comparar as energias de ligagdo, juntamente com seus farmacos de referéncia,
MTOR e PI-103, ERK e ulixertinibe apresentaram energia de ligacdo muito proximos. Por outro
lado, PI3K e PI-103, e TNF-a ¢ SPD304 obtiveram valores superiores aos farmacos. O
galunisertinibe apresentou uma energia de ligagdo superior a do TGFBR1, no entanto, isso ndo
diminui a eficiéncia do Flavo2, que demonstrou uma excelente energia de ligacdo. Esses
resultados sugerem que o Flavo2 possui potencial como candidato terapéutico, com uma

eficacia comparavel ou até superior a alguns farmacos de referéncia (figura 22).

Figura 22 Heat Map dos compostos. Heat Map de mTOR, PI3K, ERK, TGFBR1 e TNF-a em comparagdo com

os farmacos referéncia.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Em busca de descobrir inibidores das proteinas alvo presentes no cancer colorretal
(CCR), foi investigada a classe de flavonoides presentes no latex da Euphorbia tirucalli. O
objetivo foi identificar compostos potencialmente eficazes para o tratamento desse tipo de
cancer, com possibilidade de inibir as proteinas estudadas. Ao realizar os estudos de ancoragem
molecular e analise das principais interacfes intermoleculares que resultam na formacéo do
complexo proteina-ligante, observou-se que a energia de ligacdo do Flavo2 foi superior em
proteinas como PI3K e TNF-o. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas em
relacdo as outras proteinas estudadas. Esses resultados sugerem que o Flavo2 pode ter um
potencial terapéutico relevante para o tratamento do CCR, especialmente devido a sua
capacidade de interagir de forma mais eficaz com alvos especificos, como PI3K e TNF-a. Ao
avaliar a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade modelos construidos,
indicaram que sdo necessarios testes complementares para validar esses resultados e aprimorar
as propriedades farmacocinéticas do Flavo2, visando melhorar sua absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo. Essas etapas sdo cruciais para o desenvolvimento de novos

medicamentos eficazes e seguros no tratamento do cancer colorretal

9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Aprimorar as propriedades farmacocinéticas do Flavo2 e potencializar seus efeitos
terapéuticos, otimizar sua absorgédo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e parametros de
toxicidade. Essas abordagens sdo cruciais para maximizar o potencial terapéutico do Flavo2 e

sua viabilidade como candidato a farmaco.
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