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RESUMO 

 

 O câncer de pulmão é uma das maiores causas de morte no mundo, sendo 

responsável por aproximadamente 2,1 milhões de novos casos ao ano. No Brasil, é 

o quarto tipo de câncer mais comum entre homens e o quinto entre mulheres. A 

utilização de derivados de platina associado a outros quimioterápicos ainda é a 

principal escolha para o tratamento do câncer de pulmão, contudo o uso destes 

fármacos ocasiona efeitos adversos graves e pode apresentar diversos 

mecanismos de resistência. A cinesina Eg5 é uma enzima motor que se locomove 

utilizando os microtúbulos como trilhos, desempenhando papéis importantes nos 

processos celulares como: transporte intracelular, organização do citoesqueleto, 

transdução de sinal, mobilidade e divisão celular. A cinesina mitótica Eg5 é um 

possível alvo para tratamentos, pois sua inibição resulta na parada mitótica entre as 

fases G2/M do ciclo celular levando à apoptose. Sua inibição leva a uma 

seletividade sobre as células tumorais, consequentemente diminuindo os efeitos 

adversos e aumentando a eficácia de um antineoplásico promissor. Objetivando 

identificar novos inibidores da Eg5, foi realizada uma triagem virtual por docking 

molecular das cumarinas da quimioteca do LaSOM. Foram selecionadas cinco 

cumarinas pelo método rank-by-rank e foram analisadas suas propriedades físico-

químicas e toxicológicas in silico. A partir destes resultados, o LaSOM 235 foi 

selecionado para continuar no estudo e ser testado in vitro. Adicionalmente duas 

outras cumarinas, LaSOM 229 e LaSOM 234, foram incluídas no estudo 

experimental. Foram realizados testes in vitro de viabilidade celular, estresse 

oxidativo e ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando a linhagem de 

câncer de pulmão humano A549. Os resultaram mostraram que o LaSOM 235 foi o 

que apresentou uma diminuição da viabilidade celular nas concentrações de 30, 40 

e 50 µM quando comparado ao grupo controle (100% da viabilidade celular), 

revelando ser a substância mais promissora entre as três avaliadas in vitro.  

 

Palavras-chave: Cumarina. Câncer de pulmão. Cinesina Eg5. Triagem virtual. In 

vitro. 

 

 

  



 
 

 
 

  



 
 

 
 

ABSTRACT  
 

 Lung cancer is one of the biggest causes of death in the world, accounting for 

approximately 2.1 million new cases per year. In Brazil, it is the fourth most common 

type of cancer among men and the fifth among women. The use of platinum 

derivatives associated with other chemotherapeutics is still the main choice for the 

treatment of lung cancer, however the use of these drugs causes serious adverse 

effects and can present several resistance mechanisms. Kinesin Eg5 is a motor 

enzyme that moves using microtubules as rails, playing important roles in cellular 

processes such as: intracellular transport, cytoskeleton organization, signal 

transduction, mobility and cell division. Mitotic kinesin Eg5 is a possible target for 

treatments, as its inhibition results in mitotic arrest between the G2/M phases of the 

cell cycle leading to apoptosis. Its inhibition leads to selectivity on tumor cells, 

consequently reducing adverse effects and increasing the effectiveness of a 

promising antineoplastic agent. Aiming to identify new Eg5 inhibitors, a virtual 

screening by molecular docking of coumarins from the LaSOM chemo library was 

performed. Five coumarins were selected by the rank-by-rank method and their 

physicochemical and toxicological properties in silico were analyzed. From these 

results, LaSOM 235 was selected to continue the study and be tested in vitro. 

Additionally, two other coumarins, LaSOM 229 and LaSOM 234, were included in 

the experimental study. In vitro cell viability, oxidative stress and mitochondrial 

membrane potential assays were performed using the human lung cancer strain 

A549. The results showed that LaSOM 235 was the one that presented a decrease 

in cell viability at concentrations of 30, 40 and 50 µM when compared to the control 

group (100% of cell viability), revealing to be the most promising substance among 

the three evaluated in vitro. 

 

Keywords: Coumarin. Lung cancer. Kinesin Eg5. Virtual screening. In vitro. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 O câncer de pulmão é o tipo de câncer mais letal (Figura 1) e o mais comum 

entre homens (1,4 milhões de casos) e o terceiro entre as mulheres (725.400 

casos), sendo responsável por aproximadamente 2,1 milhões de casos de câncer 

de no mundo em 2018.[1] No Brasil, são estimados cerca de 625.370 novos casos 

de câncer a cada ano do triênio 2020-2022, de acordo com o Instituto Nacional do 

Câncer (INCA), contabilizando  30.055 de novos casos de câncer de pulmão ao ano, 

sendo 17.726 homens e 12.329 mulheres, caracterizando o quarto tipo de câncer 

mais comum entre homens e o quinto entre mulheres no país.[2,3] 

 

 

Figura 1. Tipos de câncer com maior incidência de mortes por país no ano de 2020.[1] 

 

 O risco de câncer de pulmão está, em grande proporção, relacionado 

diretamente ao hábito de fumar [4] e apresenta uma dose-resposta relacionada ao 

número de cigarros consumidos ao dia, grau de inalação (fumante passivo) e idade 

de início do hábito de fumar.[5,6] Em sinergia, a exposição ambiental e ocupacional 

pode aumentar os riscos de câncer de pulmão. São conhecidos como carcinógenos 

pulmonares: hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), cristais de sílica, 

amianto, radônio e radiação ionizante.[7] 

Os principais tipos de tratamento utilizados para o câncer de pulmão são: 

cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou uma combinação destes. No Brasil, o 

esquema terapêutico de escolha com quimioterápicos envolve a associação de 

cisplatina (1) ou carboplatina (2) com etoposido (3)(Figura 2).[8] 
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Figura 2. Estrutura química e mecanismo de ação da cisplatina (1), carboplatina (2) e do 
etoposido (3). 

 

 Esses fármacos podem causar efeitos adversos que incluem: toxicidade 

renal, náusea e vômito, atribuídos à cisplatina (1) e carboplatina (2)[9,10] e, 

mielossupressão, leucopenia e trombocitopenia, efeitos causados pelo etoposido 

(3).[11] 

 As terapias combinadas de compostos à base de platina têm sido altamente 

consideradas para superar a resistência destes fármacos frente ao tratamento do 

câncer, visto que a resposta celular que confere a resistência é multifatorial e ainda 

precisa ser mais bem compreendida. Os mecanismos de resistência propostos 

incluem alterações na captação celular e efluxo de cisplatina (1), aumento da 

biotransformação e destoxificação no fígado, aumento no reparo do DNA e 

mecanismos anti-apoptóticos.  

 A principal característica do câncer é o crescimento e a divisão descontrolada 

das células. Agentes químicos e biológicos que antagonizam essas características 

são utilizados no tratamento clínico do câncer. Dentre estes, estão os que atuam na 

tubulina, tais como os taxanos, que estabilizam os microtúbulos, e os alcalóides da 

vinca, que inibem a formação dos microtúbulos na metáfase do fuso mitótico (Figura 

3). 

 Os microtúbulos estão envolvidos em uma série de funções celulares, como 

divisão celular, motilidade celular, manutenção de organelas, vesículas sinápticas, 

formato celular e transporte intracelular. Como os microtúbulos são de suma 

importância no fuso mitótico, a interrupção da sua dinâmica impede a divisão 

celular, tanto em células sadias como em células tumorais.[12] Portanto, interromper 
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sua formação pode levar a efeitos adversos, como perda de cabelo, perda de peso 

corporal e neurotoxicidade. 

 

 

Figura 3. Sítios de ligação da tubulina e produtos naturais representativos de fármacos 
relacionados aos microtúbulos. [13] 

 

 Os microtúbulos são polímeros dinâmicos formados por α,β-tubulina e são 

essenciais para a organização intracelular, transporte de organelas e segregação 

cromossômica (Figura 4).[14] Uma maneira de afetar a dinâmica dos microtúbulos 

é inibindo a cinesina Eg5. Essa proteína motora impede o movimento dos 

microtúbulos, regulando o alongamento do fuso na prófase, contribuindo para a 

separação dos centrossomas, dos quais o material genético se move para os polos 

da célula durante a metáfase. A inibição desta enzima dispõe um fenótipo 

característico denominado fuso monopolar, resultando a parada mitótica entre as 

fases G2/M do ciclo celular e consequentemente levando à apoptose.[15] 

 

 

Figura 4. Organização das subunidades de tubulina em um microtúbulo. [16] 
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 Diferente dos agentes antimitóticos tradicionais citados anteriormente 

(taxanos e alcalóides da vinca), os inibidores da Eg5 representam um alvo atraente 

devido ser superexpresso em células tumorais e pouco expresso em células sadias, 

resultando em menos efeitos adversos e maior eficácia.[17] A partir da identificação 

do monastrol (4) (Figura 5) como inibidor seletivo da cinesina Eg5 em 1999, foi 

possível evidenciar esta proteína como um possível alvo para o tratamento 

tumoral.[18] O monastrol (4) provoca uma inibição reversível no sitio alostérico da 

Eg5, causando uma mudança conformacional que impede a liberação de ADP 

(adenosina difosfato) e formando o complexo ADP-Eg5.[19] 

 

 

Figura 5. Estrutura do monastrol. 

 

 Neste contexto, nosso grupo de pesquisa visa desenvolver compostos com 

atividade farmacológica através de reações verdes, com alta eficiência sintética e 

com menor impacto ambiental possível, sendo as cumarinas um dos principais 

heterociclos pesquisados e sintetizados no Laboratório de Síntese e Química 

Medicinal (LaSOM). A literatura explana que algumas cumarinas apresentam efeitos 

antitumorais, atuando na regulação da resposta imune, crescimento e diferenciação 

celular. [20] 

 Esta dissertação visa utilizar ferramentas in silico para triar as cumarinas da 

quimioteca do LaSOM frente à enzima cinesina Eg5 e avaliar a citotoxicidade in vitro 

dos compostos selecionados utilizando a linhagem celular derivada de câncer de 

pulmão humano (A549) com o intuito de identificar novas moléculas bioativas. 
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O conteúdo das páginas 23 a 74 foi suprimido em função da proteção de 

dados, os quais se encontram submetidos para possível publicação em periódico. 

Consta da fundamentação teórica, objetivos, materiais e métodos, resultados e 

conclusões referentes aos ensaios in silico e in vitro. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER DE PULMÃO 
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O câncer é um crescimento celular anormal, com capacidade de alcançar 

tecidos adjacentes e tecidos à distância. O termo “câncer de pulmão” refere-se ao 

crescimento celular anormal nas vias aéreas ou no parênquima pulmonar. [21] Seu 

diagnóstico pode ser realizado através de exames de imagem, tais como: raios-X e 

tomografia computadorizada do tórax, sendo que sua confirmação é realizada a 

partir de exames histológicos e citológicos. Para a avaliação clínica dos pacientes, 

é essencial a análise de três itens: tipo histológico do tumor, estadiamento clínico e 

a situação funcional do paciente.[22] 

 O câncer de pulmão pode ser dividido em quatro principais classes pelo seu 

tipo histológico, são elas: carcinoma de células pequenas, carcinoma de células não 

pequenas, carcinoma epidermóide e adenocarcinoma.[23] Apesar de existirem 

diversos tipos histológicos para classificar o tipo de câncer de pulmão, a 

classificação mais usada divide os tipos de câncer de pulmão em carcinomas de 

células pequenas e carcinoma de células não pequenas. Esta classificação é 

utilizada pelas diferenças apresentadas nos exames clínicos, na ocorrência de 

metástase e na resposta à terapia.[24] 

 O estadiamento da doença é determinado pelo tipo de tumor e sua extensão. 

Neste processo, são consideradas algumas variáveis, tais como: localização, 
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tamanho ou volume do tumor, invasão direta e linfática, metástases à distância, 

diagnóstico histológico, produção de substâncias, manifestações sistêmicas e 

duração dos sinais e sintomas. 

 A situação funcional do paciente tem o intuito de: avaliar a progressão da 

doença no paciente; avaliar como a doença afeta as habilidades da vida diária do 

paciente e assim determinar o tratamento adequado e o prognóstico.[25] 

 O câncer de pulmão tem uma das menores probabilidades de sobrevida em 

cinco anos, sendo a média mundial de 14%, variando entre 13% a 21% em países 

desenvolvidos e entre 7% e 10% em países subdesenvolvidos.[26] Sua alta 

mortalidade está relacionada diretamente ao fato de que a maioria dos casos tem 

seu diagnóstico em estágios avançados da doença, na qual os tipos de tratamento 

são somente paliativos.[27] 

 São utilizados no tratamento do câncer de pulmão: cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia ou uma combinação destes. No Brasil, o esquema terapêutico de 

escolha preconiza a utilização de quimioterápicos derivados da platina (Cisplatina 

(1) ou Carboplatina (2)) e Etoposido (3). Outros fármacos são utilizados como 

esquemas alternativos, tais como: Ciclofosfamida (5), Doxorrubicina (6) e Vincristina 

(7)(Figura 6).[8] 

 

Figura 6. Estrutura química e mecanismo de ação dos fármacos utilizados no tratamento 
do câncer de pulmão no Brasil. 

 

 Os mecanismos de ação relatados na literatura para estes fármacos 

descrevem: a Cisplatina (1) e a Carboplatina (2) se ligando ao centro reativo N7 das 

bases purínicas, formando interações entre o composto-DNA ou DNA-DNA, estas 

ligações entre os compostos e o DNA causam lesões ao DNA. A realização de 

ligações cruzadas entre as cadeias de DNA é o efeito mais citotóxico, pois inibe o 

processo de replicação do DNA, causando alterações que geram erros de 

replicação e dificultam seu reparo, induzindo as células à apoptose.[9,10] 

 O Etoposido (3) interage com a Topoisomerase II do DNA, levando à 

produção de quebras de DNA e provocando uma resposta que afeta vários aspectos 

do metabolismo celular.[11] 
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 A Ciclofosfamida (5) tem seu efeito formando ligações cruzadas com o DNA, 

semelhante ao mecanismo de ação da Cisplatina (1) e Carboplatina (2), causando 

a morte celular das células tumorais.[28] 

 A Doxorrubicina (6) não possui mecanismo de ação totalmente elucidado, 

entretanto, por ser da família das antraciclinas, acredita-se que este composto 

interaja com o DNA por meio de intercalação. O mecanismo de ação proposto é que 

o efeito da Doxorrubicina (6) nas células seja mediado pela Topoisomerase II, 

levando à interrupção do reparo do DNA. A Doxorrubicina (33) inibe a 

Topoisomerase II, que sobrecarrega o DNA durante a transcrição, impedindo a 

recombinação da fita dupla do DNA, interrompendo a sua replicação e causando a 

morte celular.[29] 

 A Vincristina (7) afeta a despolarização do microtúbulo causando bloqueio da 

divisão celular durante a metáfase, inibindo assim a multiplicação das células 

tumorais.[30] 

 A utilização de inibidores da Eg5 na terapia antineoplásica pode superar o 

uso de compostos que afetam a polimerização/despolimerização dos 

microtúbulos,[31] tais como: Colchicina (8), Paclitaxel (9) e Vimblastina (10)(Figura 

7), pois foi demonstrado que o direcionamento de Eg5 com siRNA mata células 

tetraplóides de forma mais eficiente do que células precursoras diplóides, sugerindo 

que a inibição clínica de Eg5 pode fornecer uma janela de seletividade para células 

tumorais em relação às células normais, minimizando assim os efeitos 

colaterais.[32]  Os fármacos que afetam os microtúbulos possuem efeitos adversos 

como perda de cabelo, perda de peso corporal e neurotoxicidade (neuropatia 

periférica).[17] 

 

 

Figura 7. Antitumorais que afetam a polimerização/despolimerização dos microtúbulos. 

  

1.2 SUPERFAMÍLIA DAS CINESINAS 

 

 As cinesinas desempenham papéis importantes nos processos celulares, tais 

como: transporte intracelular, organização do citoesqueleto, transdução de sinal, 

mobilidade e divisão celular.[33] De acordo com uma análise filogenética, as 

cinesinas são divididas em 14 famílias.[34] Todas as cinesinas possuem um 
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domínio motor de aproximadamente 350 aminoácidos, que possuem as sequências 

necessárias para conversão da energia química da hidrólise de ATP (adenosina 

trifosfato) em trabalho mecânico ao longo dos filamentos do microtúbulo e regiões 

fora deste motor que fornecem propriedades específicas à cada família.[33] 

 

1.2.1 Cinesina Eg5 

 

O termo “ciclo celular” é a sequência ordenada de eventos macromoleculares 

que levam à divisão celular (Figura 8) e à produção de duas células-filhas, cada 

uma contendo cromossomos idênticos aos da célula-mãe.[17] Durante o ciclo 

celular ocorrem dois acontecimentos fundamentais: a síntese, na qual cada 

cromossomo parental é duplicado, formando as cromátides-irmãs, e a mitose, na 

qual as cromátides-irmãs são divididas a cada célula-filha. 

 

 

Figura 8. Estágios da mitose (Prófase, Metáfase, Anáfase e Telófase). Em verde, estão 
sinalizados os compostos que atuam como inibidores da Eg5 (prófase) e em vermelho, os 
compostos que afetam a polimerização/despolimerização dos microtúbulos (metáfase).[17] 

 

A mitose é dividida em cinco estágios,[17] são eles:  

 

(a) Prófase: onde o envelope nuclear é degradado, os microtúbulos formam o 

aparato do fuso mitótico e os cromossomos se condensam; 

(b) Metáfase: ocorre a fixação dos cromossomos aos microtúbulos por meio dos 

cinetócoros; 

(c) Anáfase: os motores e o encurtamento dos microtúbulos do fuso puxam as 

cromátides-irmãs em direção aos polos opostos do fuso; 

(d) Telófase e citocinese: após o movimento dos cromossomos para os polos 

do fuso, eles são descondensados, e as células regeneram a membrana nuclear ao 

redor dos dois núcleos das células-filhas e sofrem citocinese. 

 

Os microtúbulos são polímeros longos e rígidos de α,β-tubulina que são 

componentes estruturais e funcionalmente importantes do citoesqueleto das células 

eucarióticas.[14] A cinesina Eg5 regula o alongamento do fuso na prófase, 

contribuindo para a separação dos centrossomas, dos quais o material genético 
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move-se para os polos da célula durante a metáfase. A inibição desta enzima dispõe 

um fenótipo característico denominado fuso monopolar, (Figura 9) resultando na 

parada mitótica entre as fases G2/M do ciclo celular e consequentemente levando 

à apoptose.[15]  

 

 

Figura 9. Fuso normal (esquerda) e fuso monopolar (direita).[17] 
 

Deste modo, sua inibição, ampliada pela superexpressão nas células 

tumorais, pode diminuir os efeitos adversos e aumentar a eficácia de um composto 

antineoplásico promissor.[17] 

A classe das cinesinas de proteínas motoras associadas aos microtúbulos 

apresenta alvos antitumais atraentes devido aos seus papéis em funções-chave na 

divisão das células. A Eg5 é superexpressa seletivamente em vários tumores, tais 

como, carcinoma da laringe,[35] neoplasia astrocítica,[36] câncer de próstata,[37] 

câncer de bexiga,[38] carcinoma de células renais[15] e câncer de pulmão,[39] 

enquanto em tecidos não proliferativos é pouquíssimo detectada.[17] 

A expressão de Eg5 em pacientes com câncer de pulmão de células não pequenas 

(NSCLC) foi correlacionada com a expressão de ciclina B1 e pareceu ser preditiva 

de resposta clínica melhorada a agentes antimitóticos em combinação com terapia 

de platina. Neste estudo, 37% dos pacientes Eg5-positivos mostraram uma resposta 

clínica ao tratamento, em comparação com apenas 10% dos pacientes Eg5-

negativos.[39] 

A relevância das cinesinas mitóticas como alvo para tratamentos tumorais se 

iniciou com a descoberta do monastrol (4), sendo este o primeiro inibidor seletivo 

da cinesina mitótica Eg5 sem afetar diretamente a tubulina. A descoberta do 

monastrol (4) foi possível a partir de HTS (High Throughpout Sreening) na qual 

primeiramente foi utilizado um teste de imunodetecção, após os compostos 

selecionados foram testados quanto à capacidade de afetar a polimerização da 

tubulina in vitro e por último foi realizada a coloração in vivo para cromossomos e 

tubulina. Foram testados 16.320 compostos e apenas este composto apresentou o 

fenótipo monoastral [18].  O monastrol inibiu a motilidade dos microtúbulos induzida 

por Eg5 com um IC50 (concentração inibitória média) de 14mM, comparável ao 

EC50 (concentração efetiva média) de 22mM observado no ensaio de 
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citotransferência. Foram realizados experimentos de washout que demonstraram 

que o efeito do monastrol é reversível in vitro [40]. O monastrol (4) provoca uma 

inibição alostérica reversível no sítio alostérico da Eg5, causando uma mudança 

conformacional que impede a liberação de ADP (adenosina difosfato) e formando o 

complexo ADP-Eg5.[20] 

Atualmente, alguns inibidores da Eg5 chegaram a passar por ensaios de fase 

clínica, mas não avançaram, portanto, ainda não existem fármacos aprovados no 

mercado e nem descritos na literatura. O ispinesibe (11) foi o primeiro inibidor da 

Eg5 a demonstrar atividade antitumoral in vivo e a progredir para ensaios clínicos. 

O ispinesibe demonstrou atividade citotóxica in vitro em linhagens celulares 

tumorais, tais como: adenocarcinoma de cólon humano, reticulo sarcoma de 

camundongo e carcinoma da mama, com IC50 de 1,2 nM a 9,5 nM. Já nos ensaios 

in vivo, o ispinesibe (4,5 mg/kg – 15 mg/kg) exibiu efeitos inibitórios contra 

adenocarcinoma de cólon humano e reticulo sarcoma de camundongo, mas não 

para carcinoma da mama.[41] Um estudo de cristalografia de raios-X[42] e 

bioquímicos[43] revelaram que o ispinesibe (11) atua no mesmo sítio de ligação do 

monastrol (4), impedindo a liberação de ADP a partir do sítio catalítico. O composto 

S-tritil L-cisteina (STLC) (12) é um inibidor de um sítio alostérico de ligação estreita 

que inibe a atividade ATPase basal in vitro de Eg5 e nas células HeLa apresentou 

uma resposta fenotípica de um fuso mitótico monopolar indicativo de inibição de 

Eg5.[44] Além destes, existem outros inibidores em estágios clínicos em 

desenvolvimento (Figura 10, Tabela 1), tais como: SB743921 (13), AZD4877 (14), 

ARRY-520 (15), MK-0731 (16) e EMD-534085 (17).[18] Apesar destes inibidores de 

Eg5 progredirem para os ensaios clínicos exibindo baixa potência bioquímica 

nanomolar e boa atividade celular contra o alvo, os dados clínicos não apresentaram 

bons resultados, já que muitos inibidores de Eg5 foram ineficazes como 

monoterapia. As razões esta atividade deficiente de alguns inibidores de Eg5 na 

clínica não foi elucidada, contudo existem algumas hipóteses. Foi postulado que a 

eficácia clínica dos agentes clássicos direcionados aos microtúbulos em geral pode 

ser devido em parte à interrupção das funções associadas aos microtúbulos das 

células tumorais não divididas ou através da inibição da angiogênese pelas células 

vasculares do hospedeiro. A cinesina Eg5 é quase exclusivamente expressa 

durante a fase mitótica do ciclo celular, embora parte seja expressa em G2, com 
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isso, os compostos que visam Eg5 podem ter um efeito terapêutico apenas nas 

células que estão passando por divisão celular no momento do tratamento.[45] 

 

 

Figura 10. Estrutura química e mecanismo de ação do Ispinesibe (11), estrutura química 
da S-tritil L-cisteina (STLC) (12) e demais inibidores em estudos clínicos (13-17).  

 

Tabela 1. Avaliação clínica de inibidores da Eg5* 

*Dados retirados do ClinicalTrials.gov 

 

1.2.2 Estrutura 3D da cinesina Eg5 

 

 Atualmente (abril/2021), estão depositadas no PDB, cerca de 66 estruturas 

da cinesina Eg5. Há uma grande variedade de scaffolds de inibidores da cinesina 

Eg5, descritos na literatura, a maioria dos quais são inibidores alostéricos que se 

ligam a uma bolsa de ajuste induzida formada pela alça L5, aproximadamente 10 Å 

do local de ligação do nucleotídeo. A maior parte dos inibidores alostéricos exibem 

excelente seletividade para Eg5 entre as cinesinas devido ao comprimento 

exclusivo do loop L5 entre a superfamília das cinesinas.[46] 

 O sítio de ligação alostérico de Eg5 foi verificado por meio de técnicas de 

modelagem molecular e descobriu-se que este contém três bolsões hidrofóbicos 

que interagem com o ispinesibe. O ispinesibe ocupa a bolsa de ligação ao inibidor 

formada pela hélice 2, alça L5 e hélice 3 (Figura 11).[47] A porção benzila do ligante 

está inserida na parte hidrofóbica do bolsão 2, onde interage com o anel Pro137 e 

faz interações do tipo empilhamento-T (T-shaped) com a cadeia lateral de Trp127, 

bem como realiza interações hidrofóbicas com as cadeias laterais de Tyr211 e 

Leu214. O grupo benzil forma uma interação de empilhamento intramolecular com 

a fração toluil do inibidor e interage com partes das cadeias laterais de Arg119, 

Trp127 e Asp130. O grupo isopropila do ispinesibe é parcialmente inserido entre as 

cadeias laterais de Tyr211 e Leu214, bem como a espinha dorsal da Glu215. O 

substituinte cloro da fração 7-cloro-3,4-di-hidro-4-oxo-3-(fenilmetil)-2-quinazolinil, 

localizado no bolsão hidrofóbico 1, é formada pela espinha dorsal de Gly217 e pelas 

cadeias laterais de Leu160, Leu171 e Arg221.[47] 
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Figura 11. Complexo cristalográfico do Ispinesibe (5) ligado ao sítio alostérico da cinesina 
Eg5 (PDB ID: 4AP0), mostrando os 3 bolsões hidrofóbicos. B1 (Laranja), B2 (Vermelho) e 
B3 (Preto). 

 

1.3. CUMARINAS 

 

 As cumarinas são compostos heterocíclicos que possuem um anel benzênico 

acoplado a um anel α-pirona, conhecidos como benzopironas e seu representante 

mais simples é a 1,2-benzopirona (18), chamada simplesmente de cumarina (Figura 

12).[48] Seu anel aromático é capaz de realizar interações hidrofóbicas π-π, CH-π 

e cátion-π. Seu anel lactona é capaz de realizar ligações de hidrogênio e interações 

dipolo-dipolo. As propriedades farmacológicas das cumarinas dependem dos 

padrões de substituição e modificações estruturais, planejando a especificidade do 

efeito farmacológico, tal como a diminuição da toxicidade dos compostos.[49] 

 

 

Figura 12. Estrutura geral das cumarinas. 

 

 As cumarinas estão presentes em mais de 30 famílias do reino vegetal, 

sendo as principais: Rutaceae, Umbelliferae, Clusiaceae, Guttiferae, Caprifoliaceae, 

Oleaceae, Nyctaginaceae e Apiaceae[50] e são encontrados na natureza 

principalmente como metabólitos secundários de plantas, também podem ser 

encontradas em fungos e bactérias.[51] Estima-se que já foram isoladas mais de 

1300 diferentes cumarinas.[38] As cumarinas e seus derivados possuem uma ampla 

ação farmacológica descrita na literatura, pois possuem uma grande capacidade de 

interagir com diversos sítios ativos. Suas principais ações farmacológicas 

publicadas são: antioxidante,[52] anti-inflamatória,[53] antitumoral,[54] antiviral[55] 

e antibacteriana.[56] Devido ao seu amplo espectro de ação, a pesquisa de 

compostos cumarínicos desperta um grande interesse na indústria 

farmacêutica,[57] como também vem atraindo o interesse de pesquisadores devido 

às suas contribuições na prevenção e tratamento de doenças negligenciadas, tais 

como doença de Chagas,[58] leishmania,[59] tuberculose e malária.[48, 60] 

 

1.3.1. Ação antitumoral das cumarinas 
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 Existem relatos na literatura de que algumas cumarinas apresentam efeitos 

antitumorais, atuando na regulação da resposta imune, crescimento e diferenciação 

celular, ou sinergicamente com os ácidos trans-retinóicos, estes utilizados no 

tratamento de pacientes com leucemia promielocítica aguda.[20]  

 Em três estudos distintos (Figura 13), foi observado que a escopoletina (19) 

inibiu o crescimento de células de leucemia humana (HL-60) e induziu apoptose de 

uma maneira dose dependente. Também foram relatados efeitos indutores na 

parada do ciclo celular e apoptose em células de tumor de próstata humano 

(PC3).[61]  A esculetina (20) exibiu um efeito antiproliferativo induzindo apoptose 

associada à translocação do citocromo C e ativação da caspase nas células de 

leucemia humana (HL-60).[62] A umbeliferona (21) demonstrou resultados 

significativos no tratamento do carcinoma de pulmão de células não pequenas.[63] 

Por conseguinte, a umbeliferona (21) também foi testada em outras linhagens 

celulares de tumores humanos, demonstrando inibição da proliferação celular das 

linhagens de carcinoma gástrico, carcinoma de cólon (Caco-2), células hepáticas 

(HepG2), linhagem celular linfoblástica (CCRF-CEM)[64]  carcinoma de pulmão 

(A549), adenocarcinoma de rim (ACHN), câncer de mama (MCF-7) e leucemia 

humana (HL-60).[65,66] 

 

 

Figura 13. Estrutura química e mecanismo de ação das cumarinas com ação antitumoral. 

 

Apesar de algumas cumarinas apresentarem efeitos antitumorais sobre algumas 

linhagens celulares, ainda não há descrição na literatura sobre cumarinas que 

possuam ação antitumoral com mecanismo de ação mediado pela inibição da 

cinesina Eg5. 

 

1.3.2. Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa 

 

 A pesquisa de cumarinas com capacidade antioxidante,[67] 

antichagásica[68] e antitumoral tem sido um tema abordado frequentemente em 

nosso grupo de pesquisa, na qual já foram publicados diversos artigos, 

principalmente atividade antitumoral[69,70] e antioxidante.[67,71] O LaSOM tem 
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aproximadamente 150 cumarinas em sua quimioteca, com boa diversidade 

estrutural. Destacam-se na quimioteca duas substâncias: o LaSOM 77 (22), que 

demonstrou ser promissor comparado à cisplatina (1) na linhagem de 

adenocarcinoma pulmonar (A549)[72] e o LaSOM 78 (23) que demonstrou uma boa 

atividade antioxidante (Figura 14).[39] 

 

Figura 14. Estrutura química do LaSOM 77 e LaSOM 78. 

1.4 MODELAGEM MOLECULAR 

 

 A modelagem molecular é um conjunto de ferramentas e métodos teóricos 

que visam facilitar a interpretação dos estudos de relação estrutura vs atividade 

biológica através de um conjunto de cálculos, baseando seu conhecimento 

matemático na química teórica e utilizando a computação gráfica para elucidar e 

manejar os modelos de estudo, tornando-o mais próximo do real.[73] A química 

teórica atua como base para análise e interpretação dos dados experimentais 

obtidos, envolvendo a análise conformacional dos sistemas complexos para o 

estudo da interação fármaco-receptor.[74] Visto que esta interação pode ter mais de 

uma resposta biológica, diferenciando-se somente o padrão de substituição de um 

ou mais substituintes, a utilização de modelos matemáticos se tornou essencial para 

um planejamento racional de novos compostos.[75] Os avanços tecnológicos na 

predição de estruturas tridimensionais de macromoléculas, química computacional 

e biologia molecular possibilitou a melhora das abordagens da modelagem 

molecular no planejamento racional de fármacos.[76] 

 

1.4.1 Triagem virtual baseado na estrutura 

 

A triagem virtual - VS (Virtual Screening) é um método computacional 

utilizado para avaliar e selecionar moléculas promissoras em grandes bases de 

dados. O planejamento de fármacos baseado na estrutura – SBDD (Structure Based 

Drug Design) visa utilizar as informações tridimensionais de um alvo molecular, 

usando o encaixe molecular para identificar e otimizar as interações entre os 

ligantes e o alvo molecular, a fim de desenvolver novas moléculas.[77] No SBDD 

podem ser utilizadas diversas técnicas, tais como:[78-80] 
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a)  Dinâmica molecular: análise dos movimentos do alvo molecular e a 

movimentação do ligante no interior deste, analisando os padrões de interação ao 

longo do tempo utilizando um ambiente químico controlado; 

 

b)  Docking molecular: ancoragem do ligante e análise das interações deste com 

o alvo molecular. 

 

1.4.2 Modelos tridimensionais para estudos in silico 

 

 Os modelos tridimensionais são de grande importância no desenvolvimento 

de fármacos devido às informações que podem gerar sobre a estrutura da 

macromolécula e suas interações com potenciais alvos terapêuticos. As estruturas 

podem ser elucidadas por meio direto pelas técnicas de cristalografia de raios-X, 

ressonância magnética nuclear (RMN) e criomicroscopia eletrônica.[81,82] 

 A principal técnica utilizada para elucidação das estruturas 

macromoleculares é a cristalografia de raios-x, possibilitando a determinação de 

estruturas de tamanhos variados, com alta resolução e com a adição de ligantes 

(co-cristalização). Contudo, esta técnica apresenta limitações, tais como, 

dificuldade de cristalização e apresentação da proteína em estado cristalino, 

diferenciando-a do meio fisiológico.[83,84] 

Devido às limitações destes métodos experimentais, podem-se utilizar métodos 

indiretos para a elucidação da estrutura da macromolécula por meio de modelos 

computacionais, sendo os três mais utilizados: modelagem por homologia, 

modelagem por enovelamento e modelagem ab initio. 

 A resolução dos dados de difração utilizados em sua solução e refinamento 

obtidos pelas técnicas de elucidação é um parâmetro importante para verificação 

do nível de confiabilidade de uma estrutura macromolecular cristalizada, pois define 

o nível de detalhe ou a distância mínima entre os recursos estruturais que podem 

ser distinguidos nos mapas de densidade eletrônica. Esta resolução é medida em 

angstrons (Å) e pode ser definida pelo espaçamento mínimo dos planos da rede 

cristalina. 

  

1.4.3. Docking molecular 
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 O ancoramento molecular (molecular docking) é um método utilizado há 

algum tempo no processo de planejamento de fármacos que se constitui de 

posicionar um ligante em um determinado sítio de ligação para avaliar a sua 

afinidade de ligação.[85] 

 Os ensaios de docking molecular se dividem em duas etapas. A primeira 

caracteriza-se pela exploração do espaço conformacional disponível no sistema, 

predizendo o possível modo de ligação do ligante na molécula alvo por meio de 

geração de poses (posição, orientação e conformação) no local de ligação. 

Enquanto que a segunda se caracteriza pela classificação (escore) das poses 

encontradas no espaço conformacional, onde são obtidas as energias de ligação 

(entre o ligante e a proteína alvo), na qual a menor energia encontrada pode 

justificar a melhor pose de interação.  

 Os programas de docking molecular, em sua maioria, possuem dois tipos de 

algoritmos em sua estrutura básica, sendo estes: algoritmos de amostragem ou de 

busca e algoritmos de escore ou de pontuação. Os algoritmos de amostragem 

explanam as variantes associadas aos diferentes graus de liberdade das estruturas 

modeladas. De acordo com os níveis de flexibilidade molecular do sistema, pode-

se dividir o processo de amostragem em três categorias, de acordo com a 

complexidade e do custo computacional: a) docagem com ligantes e receptor rígido; 

b) docagem com ligantes flexíveis e receptor rígido e c) docagem com ligantes e 

receptor flexíveis. Este último é considerado o mais fidedigno ao meio biológico, 

pois tanto o ligante quanto o receptor são capazes de alterar sua conformação para 

uma ligação com menor energia, contudo, este método possui um elevado custo 

computacional e consequentemente um tempo de execução maior que os demais 

processos. Nesta dissertação foi utilizado docagem com ligantes flexíveis e receptor 

rígido.  

 De maneira metodológica, os algoritmos podem ser divididos em: 

sistemáticos (procuram explorar todos os graus de liberdade conformacional por 

busca exaustiva ou fragmentação); estocásticos ou randômicos (realizam 

alterações aleatórias em um ou mais ligantes pelo método de Monte Carlo ou 

algoritmo genético) e métodos por simulação (utilização de dinâmica molecular e 

minimização de energia).[86] 

 Os algoritmos de escore procuram ranquear as poses com melhores valores 

energéticos de acordo com a função de escore escolhida, como também, auxiliam 
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no procedimento de triagem virtual, ranqueando quais os compostos são melhores 

energeticamente dentro de uma quimioteca com inúmeros compostos. A partir da 

estimativa da interação intermolecular, os programas de docking classificam os 

compostos levando em consideração as correlações estérica e eletrônica, visando 

permitir a seleção de compostos com a maior probabilidade de serem 

complementares ao sítio de ligação.[78] 

 As funções de escore podem ser divididas em três grupos: funções baseadas 

em campos de força (usam parâmetros de dados experimentais e de cálculos ab 

initio de mecânica quântica); funções empíricas (baseado em aproximações de 

dados experimentais, desagrupando a energia em interações de hidrogênio, 

entropia, interações hidrofóbicas e interações iônicas) e funções baseadas em 

conhecimento (utilizam análise estatística de dados experimentais).[85,87,88] 

 Apesar da grande quantidade de funções de escore disponíveis, o 

ranqueamento de compostos ainda é um desafio no docking molecular. Os 

principais programas utilizados para docking molecular apresentam boa predição 

da pose do ligante no sítio, entretanto falham em ranquear os compostos mais 

ativos,[89] pois as funções de escore são programadas para funcionarem em uma 

gama de alvos moleculares e podem não ter bom rendimento para um alvo 

específico.[90] Este problema nos ranqueamentos acarreta em falhas na 

transposição in silico para os testes experimentais, nas quais compostos preditos 

como ativos, ao serem avaliados experimentalmente, mostram-se inativos.[91] 

 A aplicação do docking consensual é uma maneira de minimizar os 

problemas referentes ao ranqueamento de compostos, pois são utilizados dois ou 

mais programas de docking ou funções de escore diferentes de um mesmo 

programa para fazer a triagem virtual dos compostos. Os compostos selecionados 

nem sempre são os que apresentam melhores escores no ranqueamento individual, 

mas sim aqueles que são preditos como ativos em ambas as análises, 

apresentando maior probabilidade de selecionar compostos realmente positivos ao 

serem testados experimentalmente.[92] 

 Outros métodos utilizados para tentar resolver os problemas de 

ranqueamento são as funções de escore que combinam mecânica molecular com 

modelos de solvatação implícita, sendo os principais: MM/PBSA (molecular 

mechanics/poisson Boltzmann Surface Area) e MM/GBSA (Molecular 

Mechanics/Generalized Born Surface Area). Estes são métodos que possuem 
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cálculos mais robustos e se mostram mais eficientes em selecionar e ranquear 

compostos mais promissores.[93] 

 

1.4.4. Programa GOLD 

  

 GOLD 5.0[94] é um programa de docking molecular que utiliza algoritmo 

genético e possui quatro principais funções de escore baseadas em campos de 

força, sendo estas: Goldscore (parametrizada a partir de forças Van der Waals); 

Chemscore (função de escore empírica que possui um termo de área de contato 

lipofílico-lipofílico, um termo de ligação de hidrogênio e um termo para penalizar a 

flexibilidade excessiva);[95] ASP (função de pontuação baseada em conhecimento 

do banco de dados de proteínas)[96] e ChemPLP (função baseada em contatos 

neutros e repulsivos com um potencial linear por partes – PLP)[97,98] Os valores 

de pontuação não possuem dimensões, sendo que a melhor interação ligante-

macromolécula apresentou resultados mais próximos de cem.[99] 

 

1.4.5. Programa DOCK6 

 

 DOCK6[100] é um programa de docking molecular que utiliza um algoritmo 

sistemático, por meio de uma estratégia de construção incremental denominada 

ancoragem e crescimento. A principal função de pontuação utilizada por este 

programa é o Grid Score, que utiliza os termos não ligados do campo de força 

molecular para realizar o cálculo de escore. Contudo existem outras funções e 

pacotes adicionais para incrementar às funções de escore, tais como: Contact score 

(realiza a soma simples dos contatos dos átomos pesados entre o ligante e o 

receptor); Hawkins GB/SA Score (cálculos realizados usando o modelo de 

solvatação Generalized Born em pares com parâmetros nas Áreas de Superfície 

Acessível a Solventes) e Zou GB/SA Score (realiza cálculos de afinidade de ligação 

a partir do modelo de energia livre em pares).[101] 

 

1.5. AVALIAÇÕES DOS PARÂMETROS FARMACOCINÉTICOS E 

TOXICOLÓGICOS IN SILICO 
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 O uso de ferramentas in silico para predizer propriedades farmacocinéticas 

e toxicológicas auxilia na seleção de compostos mais seguros, efetivos e com 

características adequadas para o tipo de administração desejado.  

 Os métodos de predição toxicológicos podem ser divididos em três grupos: 

métodos baseados em alertas estruturais (relacionam um determinado grupo 

químico com um desfecho toxicológico conhecido, por exemplo, grupos 

toxicofóricos – mutagenicidade); métodos baseados em conhecimento prévio 

(utilizam informações de bancos de dados contendo diversos grupos de estruturas, 

a partir de métodos de analogia e similaridade, para traçar paralelos com as 

estruturas investigadas) e métodos baseados em QSAR (correlaciona diversos 

descritores estruturais com informações quantitativas dos desfechos toxicológicos, 

obtendo-se uma curva e uma equação de reta para descrever a influência dos 

descritores no desfecho.[102] 

 Modelos computacionais têm sido fomentados como uma alternativa válida 

aos procedimentos experimentais para predição de ADME, especialmente em 

etapas iniciais, quando as estruturas químicas investigadas são numerosas, mas a 

disponibilidade de compostos é escassa e há uma grande variedade de métodos in 

silico com o objetivo de prever os parâmetros de administração, distribuição, 

metabolismo e excreção (ADME). Lipinski foi o pioneiro nesta área, quando 

examinou compostos ativos por via oral para definir faixas físico-químicas para alta 

probabilidade de ser uma droga oral.[103] 
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2. OBJETIVOS 

 

Esta Dissertação tem como objetivo utilizar ferramentas in silico para triar as 

cumarinas da quimioteca do LaSOM frente à enzima cinesina Eg5, avaliar suas 

propriedades físico-químicas e toxicológicas in silico com o intuito de identificar 

novas moléculas bioativas. 

Avaliar a atividade in vitro dos melhores compostos identificados na triagem 

virtual frente à linhagem celular derivada de câncer de pulmão humano A549 e 

identificar se os compostos selecionados pelos testes in silico são promissores.  
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. MODELAGEM MOLECULAR 

 

3.1.1. Construção da quimioteca do LaSOM 

 

 Até o presente, a quimioteca do LaSOM possui 135 cumarinas sintetizadas 

e/ou isoladas de produtos naturais. As moléculas foram desenhadas no programa 

Chemsketch 12.0.[104] Foram adicionados hidrogênios às moléculas com o 

programa Discovery Studio Visualizer 4.0[105] e posteriormente suas geometrias 

foram otimizadas pelo método MMFF (Merck Molecular Force Field) no programa 

Avogadro.[106] Após a realização das etapas descritas, foi realizada uma inspeção 

visual das moléculas a fim de reavaliar os possíveis erros de desenho e otimização.  

 

 

Figura 15. Esqueleto geral das cumarinas do LaSOM 

 

3.1.1.1. Filtros moleculares 

 

 Os filtros moleculares são ferramentas capazes de diminuir o número 

extremamente elevado de compostos em base de dados e tem como objetivo 

planejar quimiotecas de compostos com propriedades similares a de compostos já 

conhecidos, objetivando que estes apresentem maior chance de não falharem em 

nenhum dos estágios do planejamento de fármacos.[86] Foi utilizado como filtro 

para o planejamento da triagem virtual o maior peso molecular, onde foram 

analisados os pesos moleculares de 9 ligantes cristalográficos da cinesina Eg5 

(utilizados na etapa de validação: cross-docking). 

 

3.1.2. Validação da triagem virtual 

 

 O processo de triagem virtual foi realizado pelo método baseado na estrutura 

do alvo molecular (Structure Base Virtual Screening – SBVS) utilizando a técnica de 

docking molecular para selecionar potenciais ligantes que possuam características 

químicas, eletrônicas e estruturais que possibilitem as interações com o alvo.[86] 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ispinesib
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ispinesib
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Para executar a técnica de docking molecular foram utilizados os programas GOLD 

5.0[94] e DOCK6.[100] 

 Com a finalidade de selecionar a melhor função de pontuação de cada 

programa de docking molecular e diminuir os erros relativos à seleção e ao 

ranqueamento dos compostos docados, foram utilizados quatro procedimentos de 

validação, sendo estes: redocking, cross-docking, cálculo das métricas de 

enriquecimento para cada função de escore e cálculo das métricas de 

enriquecimento consensual entre as melhores funções de escore de cada 

programa. 

 

3.1.2.1. Redocking 

 

 O método de redocking é a forma mais simples de validação dos parâmetros 

utilizada no docking molecular que incluem: a definição do local e do tamanho da 

caixa de simulação, também conhecida como grid; a avaliação da importância das 

águas contidas no complexo cristalográfico; a avaliação dos estados de protonação 

dos aminoácidos.[78] Nesse processo, o ligante cristalográfico é submetido a um 

ensaio de docking em sua estrutura de origem, permitindo verificar se a simulação 

é capaz de reproduzir a pose original do ligante, ou seja, se as características de 

posição, orientação e conformação estão adequadas no espaço tridimensional.[107]  

Considera-se uma boa predição àquela que apresentar valores do desvio da raiz 

quadrática média (RMSD, do inglês: root-mean-square deviation) menor que 

2Å.[108] 

 

3.1.2.1.1. Redocking no programa GOLD 5.0 

 

No programa GOLD 5.0,[94] o docking foi executado utilizando o assistente 

wizard e foram utilizados os parâmetros de busca padrões do programa: tamanho 

da população (100); pressão de seleção (1.1); número de operações (100000); 

número de ilhas (5); tamanho do nicho (2); frequência de crossover (95); frequência 

de mutação (95) e frequência de migração (10). O sítio de ligação foi definido pelo 

ligante cristalográfico Ispinesibe (11) acoplado à cinesina Eg5 (PDB-ID 4AP0), 

abrangendo todos os átomos dentro de um raio de 10 Å. Foram realizadas 10 
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corridas para cada função de escore (Goldscore, Chemscore, ASP e CHEMPLP) 

sem a possibilidade de encerramento precoce. 

 

3.1.2.1.2. Redocking no programa DOCK6 

  

 Foi realizado inicialmente o preparo da proteína e do ligante pelo programa 

Chimera.[99] Para o preparo foi utilizada a ferramenta Dock Prep na qual foram 

adicionados os hidrogênios, otimizadas as ligações e os estados de protonação. 

Para o preparo do ligante, foram adicionados os hidrogênios faltantes e ajustadas 

as cargas. 

 Foi gerada uma superfície molecular da proteína a partir da ferramenta DMS 

do programa Chimera.[109] A partir desta superfície foram geradas esferas ao redor 

do receptor para criar uma imagem negativa das reentrâncias da superfície do alvo. 

Estas esferas são filtradas para manter apenas a maior esfera associada a cada 

átomo. Um subconjunto de esferas é selecionado para a geração de um grid do sítio 

de ligação. Foi utilizado o programa sphere_selector para selecionar o sítio ativo do 

ligante cristalográfico e foram selecionadas as esferas dentro do raio de 10 Å. 

 Para facilitar a avaliação da pontuação no DOCK, foi criada um grid em volta 

do sítio do ativo. Para realização desta etapa foi utilizado o docking com ligante e 

receptor rígidos.  

 

3.1.2.2 Cross-docking 

 

 O cross-docking é um método de validação cruzada, na qual diferentes 

ligantes cristalográficos são docados em estruturas cristalográficas de uma mesma 

proteína,[110] avaliando se os programas de docking molecular são capazes de 

posicionar os ligantes em um sítio diferente do original, como também, se o 

complexo cristalográfico apresenta melhor adequabilidade dos ligantes ao seu sítio 

de ligação. 

 O procedimento de cross-docking foi realizado docando os 9 ligantes 

cristalográficos (Tabela 2) na cinesina Eg5 (PDB: 4AP0). Os parâmetros de 

docagem e as funções de escore selecionadas foram as mesmas em ambos os 

programas, sendo analisadas o RMSD das 10 poses geradas para cada ligante. 
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 Para analisar o RMSD de diferentes ligantes, foi realizado a sobreposição 

das estruturas cristalográficas pela ferramenta Matchmaker do programa 

Chimera.[109] Esta ferramenta efetua a sobreposição dos complexos selecionados 

por meio de um alinhamento sequencial e por uma matriz de comparação, 

promovendo as interações correspondentes entre os átomos dos resíduos 

alinhados. Foram considerados como uma boa predição os valores de RMSD 

menores que 2 Å. 

 

Tabela 2. Ligantes utilizados na etapa de crossdocking. 

 

3.1.2.3. Métricas de enriquecimento 

 

 O resultado de uma boa triagem virtual embasa-se na capacidade de diferir 

entre compostos verdadeiramente positivos em um conjunto de dados comparado 

a uma seleção de dados randômicos. Para validar o processo são necessários dois 

grupos de compostos: moléculas ativas (já descritas na literatura como ativas contra 

o alvo específico) e decoys (compostos geralmente gerados por softwares que se 

assemelham em características físico-químicas aos ativos, entretanto acredita-se 

que não possuem atividade contra o alvo específico). Com isso, é possível calcular 

uma série de métricas, as quais são divididas entre métricas clássicas de 

enriquecimento e métricas avançadas de enriquecimento.  

 As métricas clássicas são representadas pelo fator de enriquecimento (EF, 

do inglês: enrichment factor), curva característica de operação do receptor (ROC 

curve, do inglês: receiver operating characteristic curve) e área sob a curva ROC 

(AUC, do inglês: area under the curve). Essas métricas empregam cálculos 

matemáticos simples e expressam a capacidade de recuperar e distribuir os 

compostos ativos dentro de um conjunto de compostos analisados, entretanto, 

apresenta um problema de reconhecimento inicial, não sendo capaz de discriminar 

precocemente a seleção de compostos ativos. O fator de enriquecimento (EF) 

representa a melhora na quantidade de acertos de um protocolo de triagem virtual 

em relação a uma seleção randômica, ou seja, um fator de enriquecimento igual a 

10 representa que o protocolo de triagem virtual foi capaz de recuperar 10 vezes 

mais ativo do que uma seleção randômica dos compostos de um banco de dados. 

A curva ROC, no que lhe concerne, associa os ativos dentro de um espaço amostral, 
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onde os valores são desenhados em um gráfico descrito pelo número de falsos 

positivos (1 – especificidade) x verdadeiros positivos (sensibilidade), na qual uma 

distribuição randômica o número de verdadeiros positivos é o mesmo ao de falsos 

positivo (AUC = 0,5) e valores mais próximos de AUC = 1,0 apresentam uma 

distribuição ideal.[111] As métricas avançadas de enriquecimento são 

representadas pelo aprimoramento inicial robusto (RIE, do inglês: robust initial 

enhancement) e pela discriminação aprimorada do ROC por Boltzmann (BEDROC, 

do inglês: Boltzmann-enhanced discrimination of ROC). Essas métricas 

comprometem-se a resolver o problema de reconhecimento inicial presente nas 

métricas clássicas de enriquecimento, aplicando cálculos matemáticos mais 

robustos, tais como, uso de somatórios, funções ponderadas e curvas acumuladas. 

O aprimoramento inicial robusto se assimila ao fator de enriquecimento 

expressando a quantidade de vezes que a média exponencial da distribuição do 

ranqueamento dos compostos ativos é superior em relação a uma distribuição 

randômica.[112] A discriminação aprimorada do ROC por Boltzmann se mostra 

como um descritor indicativo do reconhecimento precoce dos compostos ativos e 

está ligado à inclinação da curva ROC, apresentando valores entre 0 e 1, dos quais, 

valores iguais ou acima de 0,5 determinam a capacidade de localizar compostos 

ativos precocemente em relação a uma seleção randômica.[111,112] 

 Foram consideradas como parâmetros para esta etapa as nove moléculas 

conhecidamente ativas utilizadas no cross-docking. Estas moléculas foram 

inicialmente transformadas em SMILES através do programa Discovery Studio 

Visualizer 4.0[104] e utilizou-se o servidor RADER[113] para a obtenção dos 

decoys. 

 Os decoys gerados pelo servidor são oriundos de uma base de dados 

gratuita, que possui compostos comercialmente disponíveis para triagem virtual, 

denominada ZINC.  Foram utilizados os parâmetros padrões do servidor para a 

geração dos decoys: o número de aceptores de ligações de hidrogênio comparados 

aos ativos ± 2; número de doadores de ligações de hidrogênio comparados aos 

ativos ± 1; número de ligações rotacionáveis comparados aos ativos ± 1; coeficiente 

de partição octanol-água (logP) comparados aos ativos ± 1; massa molecular 

comparados aos ativos ± 40 Daltons; mínimo e máximo de decoys por ligante 50, 

similaridade ligante ativo com decoy = 0,90 e similaridade decoy com decoy = 0,90. 
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Os decoys gerados pelo servidor foram analisados e as estruturas replicadas foram 

excluídas. 

 O procedimento de docagem da base de dados (ligantes ativos e decoys) foi 

realizado sobre a enzima humana cinesina Eg5 (PDB: 4AP0) para cada uma das 

funções de escore de cada programa (GOLD 5.0 E DOCK6) e ao final, somente a 

melhor pose de cada composto foi utilizada para geração das métricas de 

enriquecimento (fator de enriquecimento, curva ROC, RIE e BEDROC).  

 Os dados obtidos dos dockings foram submetidos ao servidor Screening 

Explorer[114] e a melhor função de escore de cada programa foi utilizada para a 

definição de um escore consensual pelo método rank-by-rank, sendo definido como 

a média aritmética do ranqueamento da melhor função de escore de cada 

programa.[115] 

 

3.1.3. Triagem virtual baseada em docking molecular 

 

 Foram realizados os dockings moleculares das cumarinas da quimioteca do 

LaSOM juntamente com a base de dados obtida pelo servidor RADER,[103] 

utilizando a melhor função de escore de cada programa, determinado pelos 

métodos de validação.  Posteriormente, foi realizado o consenso pelo método rank-

by-rank, entre a melhor função de cada programa como descrito anteriormente. 

Foram escolhidas as cinco melhores moléculas determinadas pelo método 

consensual.  

 A afinidade de ligação foi determinada pelo programa X-Score[116] utilizando 

as melhores poses de cada função de escore dos melhores ligantes, juntamente 

com os ligantes cristalográficos. O X-Score é uma função de pontuação empírica 

que estima energias livres de ligação para complexos proteína-ligante com 

estruturas 3D conhecidas.  

 Todos os compostos determinados pelo método consensual foram avaliados 

no programa DSV[105] quanto aos tipos de ligações realizadas no sítio de ativo. 

 

3.2. AVALIAÇÕES DOS PARÂMETROS FARMACOCINÉTICOS E 

TOXICOLÓGICOS IN SILICO 
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As cinco melhores moléculas determinadas pelo método consensual foram 

utilizadas nas etapas de avaliação dos parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos. 

Foram verificadas as propriedades físico-químicas e os parâmetros 

farmacocinéticos pelo servidor SwissADME[103] considerando os seguintes 

descritores: massa molecular; logaritmo do coeficiente de partição octanol/água 

(LogP); área de superfície total, número de ligações rotacionáveis; número de 

aceptores de hidrogênio; número de doadores de ligação de hidrogênio; 

solubilidade em água; regra de Lipinski e escore de biodisponibilidade.[103] 

Em particular, a “regra de Lipinski” ou “regra dos Cinco”, visa identificar quais 

as propriedades físico-químicas de um composto estão relacionadas a uma 

biodisponibilidade oral adequada, sendo utilizado como parâmetros: massa 

molecular ≤ 500 g/mol; ClogP ≤ 5; número de átomos doadores de ligação de 

hidrogênio ≤ 5 e número de átomos aceptores de ligação de hidrogênio ≤ 10. Além 

destes parâmetros, sugeriu-se que os compostos que apresentem dois ou mais 

parâmetros com valores fora dos pontos de corte, terão baixa biodisponibilidade, 

esta sendo relacionada à permeabilidade ou problemas de solubilidade.[117] 

Quanto às propriedades toxicológicas, as moléculas foram estudadas 

utilizando o programa DataWarrior.[118] Foram analisados os seguintes 

parâmetros: compostos mutagênicos; tumorigênicos. 

 

3.3. AVALIAÇÃO DE ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE in vitro (célula A549) 

 

Os ensaios de toxicidade in vitro foram coordenados pela Professora 

Solange C. Garcia e realizados no Laboratório de Toxicologia (LATOX) da 

Faculdade de Farmácia da UFRGS e os testes enzimáticos foram conduzidos em 

parceria com os professores Ana Battastini e Fabrício Figueiró (Laboratório 22) 

Departamento de Bioquímica - UFRGS. 

 

3.3.1. Avaliação da toxicidade in vitro de três cumarinas 

 

3.3.1.1 Reagentes 

 

 As cumarinas utilizadas nos ensaios foram preparadas da seguinte maneira: 

inicialmente foi preparada uma solução mãe de 20 mM dos três compostos, diluída 
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em 1 mL de DMSO. Após, foram preparadas soluções intermediárias em meio 

HAMS F12. A primeira solução foi de 100 µM e a partir dessa foram preparadas as 

diluições finais de: 25, 30, 35, 40, 45 e 50 µM. 

 

3.3.1.2 Cultura celular 

 

 Foi utilizada a linhagem celular derivada de câncer de pulmão humano A549 

(ATCC) obtida do banco de células do Rio de Janeiro – BCRJ. As células foram 

cultivadas em frascos de 75 cm2 usando meio HAMS F12 e suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico/antimicótico (100 U/mL penicilina, 

100 µg/mL estreptomicina e 0,25 µg/mL de anfotericina; Sigma Aldrich, St. Louis, 

Mo). 

As células foram mantidas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 

°C. O meio foi trocado a cada dois a três dias. As culturas foram tripsinizadas (0,25% 

de tripsina/1mM EDTA) e quando as células atingiram 80-90% de confluência foram 

subcultivadas em um máximo de 10 passagens. 

 As células foram semeadas a uma densidade de 10.000 células por poço em 

placas de 96 poços (volume final de 100 µL). Após 24h, o meio foi suavemente 

aspirado e as células foram incubadas com os compostos dissolvidos em meio de 

cultura nas concentrações de: 25, 30, 35, 40, 45 e 50 μM. O controle do meio de 

cultura utilizado para os ensaios foi apenas o meio de cultura HAMS F12.  

 

3.3.1.3 Ensaio de citotoxicidade 

 

A citotoxicidade foi avaliada através do ensaio de redução de MTT (brometo 

de 3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difenil tetrazólio) que mede a atividade das 

desidrogenases celulares, e é um indicador de mitocôndrias metabolicamente ativas 

e, portanto, da avaliação da viabilidade celular. O controle do meio de cultura 

utilizado para o ensaio de MTT foi apenas o meio de cultura HAMS F12 e como 

controle negativo foi usado 0,1% de DMSO. 

 

3.3.1.3.1 Ensaio de redução do MTT 
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 Após um período de incubação de 24 horas, as células da linhagem A549 foram 

mantidas a 37 °C com PBS (tampão fosfato salina) contendo 0,5 mg/mL de MTT. 

Depois de 2 horas, o meio de cultura das células foi removido e o DMSO 

(dimetilsulfóxido) foi adicionado para dissolver os cristais de formazan. 

A absorvância foi medida em 570 e 630 nm em um leitor de placas 

(SpectraMax M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Os 

resultados foram apresentados como porcentagem de morte celular versus 

concentração. Os experimentos foram realizados em duplicatas e a partir de dois 

experimentos independentes (2N). 

 

3.3.1.4 Avaliação de espécies reativas intracelulares 

 

 A produção intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio 

(ERNs) foi monitorada por meio do ensaio do DCFH-DA. A sonda lipofílica DCFH-

DA penetra facilmente nas células, sendo convertida em 2',7'-

diclorodihidrofluoresceína (DCFH) após hidrólise, que reage com EROs e ERNs 

intracelulares, incluindo o radical hidroxila e o peróxido de hidrogênio, gerando o 

composto verde fluorescente 2',7'-diclorofluoresceína (DCF), que é polar, sendo 

aprisionado dentro das células.[119,120] As células foram pré-incubadas com 10 

mM de DCFH-DA durante 30 min, a 37 °C, no escuro. Como o DCFH-DA é um pó 

não solúvel em água, ele foi inicialmente preparado como uma solução estoque 4 

mM em DMSO e diluído até a concentração final em tampão-fosfato (assegurando 

que a concentração final de DMSO não ultrapassasse 0,05%). As células foram 

lavadas com tampão-fosfato e incubadas com os tratamentos. Como controle do 

meio de cultura para o DCFH-DA foi utilizado apenas o meio de cultura HAMS F12 

e como controle negativo o DMSO na concentração de 0,1%. A fluorescência foi 

registrada em um leitor de microplacas de fluorescência (SpectraMax M2e, 

SoftMax® Pro 5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ajustado para 485 nm de 

excitação e 530 nm de emissão em 24 h após a incubação. Os experimentos foram 

realizados em duplicatas e a partir de dois experimentos independentes (2N). 

 

3.3.1.5 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (ΔψM) 
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A avaliação da integridade mitocondrial foi realizada medindo a inclusão do 

perclorato de éster etílico de tetrametilrodamina (TMRE). O TMRE é um corante 

fluorescente permeável às células que cora especificamente as mitocôndrias vivas 

e se acumula na proporção de ΔψM.[121] Após 24 h de incubação com os 

tratamentos, o meio foi substituído por tampão-fosfato contendo 2 µM de TMRE, e 

incubado a 37ºC, por 30 min. Como o TMRE é um pó não solúvel em água, uma 

solução-mãe a 2 mM foi inicialmente preparada em DMSO e armazenada no escuro. 

A concentração final de 2 µM foi preparada em tampão-fosfato, pouco antes do uso 

(a concentração final de DMSO não excedeu 0,05%). Depois disso, o meio foi 

aspirado e substituído por 100µL de tampão-fosfato. Como controle do meio de 

cultura foi utilizado apenas o meio de cultura HAMS F12 e como controle negativo 

o DMSO na concentração de 0,1%. A fluorescência foi medida a 37ºC, em um leitor 

de microplacas de fluorescência (SpectraMax M2e, SoftMax® Pro 5, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA) ajustado para 544 nm de excitação e 590 nm de 

emissão. Os dados obtidos foram normalizados em relação aos respectivos 

controles. Os experimentos foram executados em duplicata e a partir de dois 

experimentos independentes (2N). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. MODELAGEM MOLECULAR 

 

4.1.1. Filtros moleculares 

 

Para selecionar compostos mais próximos dos conhecidos 

experimentalmente, foi utilizado o peso molecular como filtro para a quimioteca do 
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LaSOM (Tabela 3). Para criar um ponto de corte para o filtro, foram analisados os 

10 ligantes cristalográficos de redocking e cross-docking. Estes apresentaram uma 

média de 372,42 g/mol (menor peso molecular: 274,34 g/mol e maior peso 

molecular: 517,06 g/mol). Sendo assim, utilizou-se o ispinesibe (11) (Figura 16), 

molécula de referência na etapa de redocking, como ponto de corte, visto que esta 

apresenta o maior peso molecular (517,06 g/mol). Das 135 cumarinas presentes no 

banco de dados, três foram descartadas por estarem acima do ponto de corte. As 

demais cumarinas seguiram para a triagem virtual. 

 

Tabela 3. Peso molecular dos ligantes utilizados como base para o filtro molecular. 

 

 

Figura 16. Estrutura química do ispinesibe, ligante utilizado no redocking. 

 

4.1.2 VALIDAÇÃO DA TRIAGEM VIRTUAL 

 

 A validação do protocolo de triagem virtual tem como objetivo: avaliar e 

ajustar os parâmetros do processo, de modo a minimizar possíveis erros e a 

controlar as principais variáveis associadas ao procedimento de triagem virtual. 

Desse modo, garante-se a mínima reprodutibilidade do protocolo. Foram realizadas 

quatro validações: redocking, cross-docking, métricas de enriquecimento das 

funções de escore e métricas de enriquecimento da função de escore consensual.  

 

4.1.2.1 Redocking 

 

O redocking foi realizado no sítio de ligação definido pelo ligante 

cristalográfico na enzima humana cinesina Eg5 (PDB: 4AP0), abrangendo todos os 

átomos dentro de um raio de 10Å. Foram realizadas dez corridas para cada função 

de escore no programa GOLD (Goldscore, Chemscore, ASP e CHEMPLP) e no 

programa DOCK6 (GRID SCORE) sem a possibilidade de encerramento precoce. 

 Os resultados obtidos pelo redocking nos programas GOLD e DOCK6 

(Tabela 4) mostraram-se adequados, considerando que valores de RSMD menores 

que 2Å são considerados satisfatórios neste procedimento de validação.  
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 De modo geral, os resultados dos dockings se mostraram satisfatórios, 

apresentando uma boa variabilidade de poses com RMSDs com valores menores 

que 2,0Å na maioria das funções de escore. Em todas as funções de escore, 

verificou-se que as poses melhores ranqueadas apresentaram valores de RMSD 

menor que 1,0Å, mesmo que estas poses não apresentassem os melhores valores 

de RMSD das séries. As funções de escore apresentaram, em geral, ao menos 

metade de suas poses com valores de RMSD menor que 2Å (ASP – 7/10 poses; 

CHEMPLP – 8/10 poses; CHEMSCORE – 8/10 poses e GRIDSCORE – 5/10 

poses), com exceção da função GOLDSCORE, que apresentou somente 2 entre 10 

poses com valores menores que 2Å. Entretanto, esta função apresentou 6 entre 10 

de suas corridas com valores entre 2Å e 3Å, como também foi a única função capaz 

de ranquear a melhor pose com o melhor RMSD. Esses resultados demonstraram 

que os programas de docking utilizados são capazes de colocar o ligante 

cristalográfico no seu próprio sítio ativo, identificando que estes programas são 

robustos para este tipo de procedimento.  

 

Tabela 4. Valores de escore e RMSD do redocking. 
 

4.1.2.2 Cross-docking 

 

 O cross-docking é um protocolo de validação cruzada na qual os diferentes 

ligantes de estruturas cristalográficas da cinesina Eg5 foram docados em sua 

estrutura (PDB-ID: 4AP0). Para realização desta etapa foram utilizados os nove 

ligantes descritos na (Figura 17) e selecionados os três melhores valores de RMSD 

de cada ligante avaliando se os programas de docking molecular são capazes de 

posicionar os ligantes em um sítio diferente do original. 

 

Figura 17. Estrutura química das moléculas utilizadas no crossdocking. 

 

 Os resultados obtidos pelo cross-docking nos programas GOLD e DOCK6 

(Tabela 5), demonstraram grande variabilidade de valores de RMSD nas funções 

de escore, sendo estes valores entre: 2,0611 e 8,4435Å (função ASP); 0,8869 e 

7,3587Å (função CHEMPLP); 0,9332 e 7,6058Å (função CHEMSCORE); 0,9036 e 

8,2091Å (função GOLDSCORE); 1,0409 e 8,1138Å (função GRIDSCORE). 



 
 

56 
 

 Os compostos que apresentaram os melhores valores de RMSD foram o 

“GCE” (15) (oito ligações rotacionáveis) e o “L31” (27) (2 ligações rotacionáveis), 

que apresentaram um número de ligações de rotacionáveis próximas à do ligante 

de referência, Ispinesibe (11) (sete ligações rotacionáveis). Entretanto, o “4A2” (28) 

(sete ligações rotacionáveis) apresentou a pior classificação entre os nove ligantes 

cristalográficos, apresentando RMSD’s acima de 7,0Å. De modo geral, os 

compostos com quatro ligações rotacionáveis ou menos apresentaram maior 

dificuldade de encaixe perfeito apresentando RMSD entre 2,0 e 3,0Å. 

 Deste modo, a análise preliminar das funções de escore do programa GOLD, 

visto que foi utilizada somente uma função de escore do programa DOCK 6, 

verificou que a função CHEMPLP parece ser a mais robusta em realizar a docagem 

de compostos diferentes do original no sítio de ligação do ispinesibe (11), pois foi a 

função de escore que apresentou os menores valores de RSMD, comparado as 

demais funções de escore do programa GOLD6. 

 

Tabela 5. Valores de escore e RMSD do cross-docking. 

 

4.1.2.3 Métricas de enriquecimento 

 

 As métricas de enriquecimento foram determinadas por um banco de dados 

criado a partir de moléculas conhecidamente ativas (utilizadas na etapa de cross-

docking) e decoys (gerados pelo servidor RADER), compostos quimicamente 

semelhantes às moléculas ativas, entretanto são teoricamente inativos, na 

proporção de 50 decoys para 1 cada ativo. Foram analisadas as seguintes métricas 

de enriquecimento: curva ROC (Figura 18), área sobre a curva, RIE e BEDROC 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6. Métricas de enriquecimento. 
 

 A análise realizada nas triagens virtuais com as funções de escore do 

programa GOLD demonstrou que a função de escore CHEMPLP foi superior às 

demais funções, apresentando: EF1% igual a 11,1; AUC igual a 0,61; RIE igual a 

2,43 e BEDROCα20 igual a 0,147. Apesar de apresentar avaliação do fator de 

enriquecimento de 1% da base de dados ser mais eficiente, com aproximadamente 

11 vezes maior probabilidade de encontrar um composto ativo em relação a uma 
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seleção randômica, as funções de escore não apresentam diferença significativa 

quando são analisados 5% ou mais da base de dados (Tabela 7). 

 

Tabela 7. Fator de enriquecimento. 

 
Com isto, foi realizada a etapa de seleção consensual entre a melhor função 

de escore selecionada do programa GOLD (CHEMPLP) e a função de escore do 

programa DOCK 6 (GRIDSCORE) pelo método rank-by-rank. Foram obtidos os 

seguintes valores para o consenso: EF1% igual a 5,5 e EF2% igual a 2,75; AUC igual 

a 0,59; RIE igual a 1,88; BEDROCα160,9 igual a 0,105; BEDROCα20 igual a 0,114 e 

BEDROCα8 igual a 0,206. Quando aplicado este método, os resultados mostraram-

se equiparados à seleção individual das funções de escore, contudo, este método 

é benéfico aos métodos de validação, visto que há um acoplamento de informações 

das funções de escore.  

 

 

Figura 18. Gráficos da curva ROC para as melhores funções individuais e para o consenso 
entre elas. (São representados nos gráficos: função CHEMPLP – linha vermelha; função 
GRIDSCORE – linha verde; consenso entre as duas funções – linha azul). 

 

4.1.3. Triagem virtual baseada em docking molecular 

 

 Os dockings das cumarinas da quimioteca do LaSOM foram realizados na 

enzima humana cinesina Eg5 (PDB: 4AP0) com abordagem consensual utilizando 

as funções de escore do programa GOLD (CHEMPLP) e do programa DOCK6 

(GRIDSCORE). Foram escolhidas as cinco melhores cumarinas ranqueadas pelo 

método consensual (Figura 19) utilizando como referência, os valores determinados 

pelos dockings dos ligantes cristalográficos (Tabela 8).  

 

Figura 19. Cumarinas selecionadas na triagem virtual e o ligante cristalográfico de 
referência. 

Após a seleção das cinco cumarinas, estas foram analisadas quanto à sua 

afinidade de ligação pelo programa X-Score juntamente com os ligantes 

cristalográficos. Foram analisados os valores de X-Score dos ligantes 

cristalográficos nas posições geradas pelas funções de escore no sítio de ligação 

da enzima humana cinesina Eg5 (PDB: 4AP0), apresentando valores de escore 
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entre 7,16 e 5,70 para a funções Chemplp e valores de escore entre 7,29 e 5,69 

para a função Gridscore conforme (Tabela 9). 

 

Tabela 8. Ranqueamento da triagem virtual pelas funções de escore individuais e pelo 
método consensual. 

 

Tabela 9. Valores de escore calculados utilizando a função X-Score para as melhores 
poses obtidas pelos programas GOLD e DOCK6. 

 

 A classificação dos compostos de acordo com a pose originada pela função 

de escore demonstrou que LaSOM 235 (32), LaSOM 321 (34) e LaSOM 312 (33) 

apresentaram valores de afinidade entre os valores apresentados por ligantes 

cristalográficos, sendo que o LaSOM 235 (32) apresentou o segundo melhor 

resultando em ambas funções de escore, apresentando valor somente inferior ao 

do ispinesibe (11), sendo este o ligante cristalográfico da enzima utilizada na 

triagem virtual. Pode-se verificar que, apesar de apresentarem bons valores de 

docking, o LaSOM 206 (31) e LaSOM 198 (30) apresentaram os menores valores 

de afinidade entre os cinco compostos selecionados e os ligantes cristalográficos.  

 Foi realizada a análise das cinco cumarinas selecionadas na triagem virtual 

(Figura 20): LaSOM 198 (30), LaSOM 206 (31), LaSOM 235 (32), LaSOM 312 (33) 

e LaSOM 321 (34) em relação aos resíduos de aminoácidos comuns relacionadas 

ao ligante de referência, ispinesibe (11). As principais interações realizadas foram: 

interações hidrofóbicas do tipo alquila-alquila, tipo alquila-arila e empilhamento π; 

interações de Van der Waals e ligações de hidrogênio (Tabela 10). O LaSOM 235 

(32) foi que apresentou o maior número de interações (10/12), seguido do LaSOM 

206 (31) (7/12), LaSOM 198 (30)(6/12), LaSOM 312 (33)(6/12) e LaSOM 321 

(34)(5/12). 

 

Tabela 10. Principais interações com os aminoácidos de referência obtidas no Discovery 
Studio Visualizer. 

 

 Em particular, observou-se que o LaSOM 235 apresenta dez das doze 

interações com aminoácidos essenciais descritos na literatura e ocupou dois dos 

três bolsões presentes na cinesina Eg5 (PDB: 4AP0), apresentando visualmente, o 

melhor encaixe entre as cinco primeiras moléculas ranqueadas na triagem virtual. 

Como também, apresentou a segunda melhor afinidade de ligação predita pela 
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função X-Score, somente sendo inferior ao ligante de referência, Ispinesibe, tanto 

nas funções CHEMPLP, quanto na função GRIDSCORE. Com isso, se pode 

determinar que entre todas os compostos ranqueados, o LaSOM 235 demonstrou 

ser a mais promissora deste ranqueamento. 

 

 

 

 

  

 

Figura 20. Principais interações dos compostos: (A) LaSOM 198 (30), (B) LaSOM 206 (31), 
(C) LaSOM 235 (32), (D) LaSOM 312 (33) e (E) LaSOM 321 (34) com os resíduos do sítio 
ativo da cinesina Eg5 (PDB: 4AP0) (esquerda) e representação da superfície sólida do local. 

 

De acordo com a literatura, o ispinesibe (11) faz ligações predominantemente 

hidrofóbicas com a cinesina Eg5. O grupo benzila ocupa um bolsão hidrofóbico 

delimitado por Trp 127, Pro 137, Val 210 e Tyr 211, o grupo isopropila situa-se entre 

as espinhas dorsais de Leu 214, Glu215 e Tyr 211, e o núcleo da quinazolinona 

está situado em uma bolsa hidrofóbica formada por Ile136, Leu160, Leu171, Gly217, 

Arg221 e Phe239. (Figura 21). A amina primária do ispinesibe é orientada para o 

sítio de ligação de ADP e pode interagir favoravelmente com a cadeia lateral 

aniônica da Glu116.[47] Com isto, podemos observar que todos os ligantes 

realizaram interação com ao menos três dos principais aminoácidos citados na 

literatura: Pro137, Val210 e Leu214. 

 

 

Figura 21. Interações realizadas pelo Ispinesibe (11) com a cinesina Eg5 (PDB: 4AP0) 
(esquerda) e representação da superfície sólida do local de ligação da cinesina Eg5 e do 
ligante indicando a hidrofobicidade da bolsa de ligação (direita). 

 

4.2 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS, 

FARMACOCINÉTICOS E TOXICOLÓGICOS IN SILICO. 

 

 De acordo com os resultados obtidos pelo servidor SwissADME, em relação 

às propriedades físico-químicas (Tabela 11) e farmacocinéticas (Tabela 12) das 

cumarinas selecionadas em comparação ao ligante de referência ispinesibe (11), 
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pode-se observar que os compostos analisados apresentaram uma massa 

molecular média de 394,00 g/mol (ispinesibe (11) 517,06 g/mol); coeficiente de 

partição octanol/água (LogP) entre 3,50 e 4,44 ((11) = 5,22); número de ligações 

rotacionáveis entre 4 e 7 (média de 5,2) ((11) = 7); número de aceptores de 

hidrogênio entre 3 e 6 (média de 4,4), ((11) = 3); número de aceptores de hidrogênio 

entre 0 e 1 (média de 0,2), ((11) = 2); solubilidade em água (LogS) entre pouco 

solúvel e insolúvel ((11) = pouco solúvel). Para a “Regra de Lipinski” todas as 

cumarinas atendem ao requisito da regra, comparados ao ligante de referência à 

regra, apresentando 2 violações:  LogP>5,00 e Peso molecular>500g/mol) e escore 

de biodisponibilidade, na qual todos os compostos apresentaram o mesmo valor de 

(0,55), quando comparados ao ligante de referência (0,55). 

 Para os resultados farmacocinéticos, foram verificados se os compostos 

podem ser substratos da glicoproteína P (P-gp), o que é fundamental para avaliar o 

efluxo ativo através de membranas biológicas. Identificou-se que somente o LaSOM 

235 e 312 não são substratos para a P-gp. Foram verificadas as cinco principais 

isoformas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4), 

presentes no servidor SWISSADME. Essas isoenzimas são elemento-chaves na 

eliminação de drogas por meio da biotransformação metabólica. A inibição dessas 

isoenzimas é uma das principais causas de interações fármaco-fármaco. Os 

resultados in silico determinaram que tanto os compostos do LaSOM, quanto o 

ispinesibe inibem 2 ou mais isoformas do citocromo P450. 

 Os resultados obtidos do programa DataWarrior indicaram que LaSOM 312 

(33) e LaSOM 321 (34), possuem risco elevado de mutagenicidade e 

tumorigenicidade. Os demais compostos foram caracterizados como não-

mutagênicos e não-tumorigênicos.  

 

Tabela 11. Propriedades físico-químicas e Druglikeness. 
* SILICOS-IT (LogS): Insolúvel (menor que -10), pouco solúvel (entre -10 e -6), moderada (entre -6 

e -2), solúvel (entre -2 e 0), muito solúvel (maior que 0) 

 

Tabela 12. Propriedades farmacocinéticas. 

 

4.2.1. Compostos adicionados aos ensaios in vitro e enzimático 
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 Devido aos resultados obtidos pelas ferramentas computacionais, optou-se 

por adicionar dois compostos junto aos ensaios in vitro para se avaliar de forma 

mais fidedigna os resultados. Estes dois compostos, LaSOM 229 (35) e LaSOM 234 

(36) (Figura 22), foram adicionados devido à sua facilidade sintética e por serem 

análogos ao LaSOM 235 (32), diferindo, portanto, nos substituintes ligados ao grupo 

fenilamino.  

   

Figura 22. Estrutura química do LaSOM 229, LaSOM 234 e LaSOM 235. 

 

 Foi realizada a análise destas duas cumarinas (LaSOM 229 (35) e 234 (36)) 

(Figura 23) em relação aos resíduos de aminoácidos comuns relacionadas ao 

ligante de referência, ispinesibe (11).  

 As principais interações observadas pelo LaSOM 229 foram: interações 

hidrofóbicas do tipo alquila com Trp 127; interações hidrofóbicas do tipo alquila-

alquila e alquila-arila com Pro137 e Leu 214; forças de Van der Waals com Val210; 

interações hidrofóbicas do tipo empilhamento-π com Tyr211 e ligação Carbono-

Hidrogênio com Glu215 (Figura 23A). As principais interações observadas pelo 

LaSOM 234 foram: interações hidrofóbicas com Trp 127; ligação Carbono-

Hidrogênio com Glu116; forças de Van der Waals com Ile136, Tyr211, Glu217 e Phe 

239; Ligação Cátion- com Arg221 (Figura 23B). 

 Com isso, foi possível observar que tanto o LaSOM 229 como o LaSOM 234 

apresentam seis das doze principais interações com aminoácidos essenciais 

descritos na literatura e somente o LaSOM 234 foi capaz de ocupar dois dos três 

bolsões presentes na cinesina Eg5 (PDB: 4AP0). 

 

 

 

Figura 23. Interações observadas pelo LaSOM 229 (35) (22A) e LaSOM 234 (36) (22B) 
com a Cinesina Eg5 (PDB: 4AP0) (esquerda) e representação da superfície sólida do local 
de ligação da cinesina Eg5 e do ligante indicando a hidrofobicidade da bolsa de ligação 
(direita). 

 

4.3. AVALIAÇÃO DE ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE in vitro (célula A549) 

 

Para investigar o efeito antiproliferativo de LaSOM 229 (35), LaSOM 234 (36) 

e LaSOM 235 (32) foi utilizada a linhagem derivada de câncer de pulmão humano 
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A549 (Figura 24). As células foram expostas a concentrações crescentes dos 

compostos (30, 35, 40, 45 e 50 µM), testadas por 24 horas e a viabilidade celular foi 

mensurada através do ensaio de MTT.  

 

Figura 24. Determinação do efeito antiproliferativo de LaSOM 229 (35), LaSOM 234 (36) e 
LaSOM 235 (32) após 24h de incubação em células A549 a 37°C. As comparações 
estatísticas foram feitas usando a análise não paramétrica de Kruskal – Wallis com o teste 
post hoc de Dunn (*p<0,05 vs controle; #p<0,05 vs DMSO). 
 

Como pode ser observado na Figura 24A as concentrações testadas para o LaSOM 

229 (35) (30, 35, 40, 45 e 50 µM) não foram capazes de reduzir a viabilidade celular, 

não apresentando diferença significativa entre os compostos e o grupo controle. Na 

figura 24B, diante das concentrações testadas para o LaSOM 234 (36), a maior 

concentração 50 µM apresentou diferença significativa quando comparada com o 

grupo controle. Este resultado é sugerido pela ligação com três resíduos essenciais 

descritos na literatura (Trp127, Pro137 e Tyr211) observados pelo LaSOM 235 (32), 

comparado ao LaSOM 229 (35) e ao LaSOM 234 (36) que realizam somente 2 

ligações com resíduos essenciais cada. Entretanto, há necessidade de mais 

estudos para que este resultado seja comprovado. Na Figura 24C, podemos 

observar o comportamento do LaSOM 235 (32). Esta foi a cumarina que apresentou 

o melhor perfil entre as testadas, apresentando uma diminuição da viabilidade 

celular nas concentrações de 30, 40 e 50 µM quando comparada ao grupo controle 

(100% da viabilidade celular). Em um estudo realizado recentemente foi analisado 

a viabilidade celular de 23 híbridos cumarina-triazol pelo teste de MTT frente à 

linhagem A549.[121] Em seus achados, foi verificado que as cumarinas apresentam 

bons resultados contra esta linhagem celular, apresentando IC50 menores que 10 

µM em cinco das 23 moléculas testadas. 

 Para investigar a produção intracelular de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs), as células foram expostas a concentrações crescentes 

dos compostos (5, 10, 15, 20 e 25 µM) e avaliadas pelo ensaio do DCFH-DA na 

linhagem celular A549 após 24h de incubação a 37°C (Figura 25). De acordo com 

os resultados, com o LaSOM 229 (35) houve um aumento de espécies reativas na 

concentração de 25 µM quando comparado ao grupo controle. Para o LaSOM 234 

(36) não foi evidenciado nenhuma diferença significativa nas concentrações (5, 10, 

15, 20 e 25 µM) quando comparadas ao controle. Para o LaSOM 235 (32) podemos 
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observar aumento significativo nas concentrações 5, 10 e 15 µM quando 

comparadas ao grupo controle. De acordo com estes resultados verificamos que 

houve um aumento do estresse oxidativo para o LaSOM 229 (35) e LaSOM 235 

(32), podendo possivelmente caracterizar-se como um mecanismo de morte celular. 

Em um estudo realizado por Goud foi verificado que altos níveis de EROS podem 

causar a dissipação do potencial da membrana mitocondrial, o que ainda leva a 

causar apoptose intrínseca.[122] 

 

 

Figura 25. Produção intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio 
(ERNs) (DCFH-DA, linhagem celular A549 após 24h de incubação a 37°C). Cada coluna 
representa a média ± SEM. As comparações estatísticas foram feitas usando one way - 
ANOVA com o teste post hoc de Bonferroni (*p<0,05 vs controle; #p<0,05 vs DMSO). 

 

 Para investigar o potencial de membrana mitocondrial (ΔψM), as células 

foram expostas a concentrações crescentes dos compostos (5, 10, 15, 20 e 25 µM) 

e avaliadas através da medição da inclusão do perclorato de éster etílico de 

tetrametilrodamina (TMRE), na linhagem celular A549 após 24h de incubação a 

37°C. De acordo com a Figura 26, todas as moléculas aparentam serem capazes 

de reduzir o potencial de membrana mitocondrial nas células pulmonares, porém, 

devido aos ensaios não estarem concluídos, não foi evidenciada diferença 

significativa quando comparado ao grupo controle para nenhuma das moléculas 

testadas (LaSOM 229 (35), LaSOM 234 (36) e LaSOM 235 (32)).  A diminuição do 

potencial de membrana mitocondrial está relacionada com a depleção de ATP e 

morte celular por necrose e/ou apoptose, com a realização de mais testes e 

aumentando as concentrações testadas, possivelmente poderemos sugerir um 

mecanismo de ação para estas moléculas por via mitocondrial. 

 

 

Figura 26. A avaliação do potencial de membrana mitocondrial (linhagem celular A549 após 
24h de incubação a 37°C). Cada coluna representa a média ± SEM. As comparações 
estatísticas foram feitas usando one way - ANOVA com o teste post-hoc de Bonferroni 
(*p<0,05 vs controle; #p<0,05 vs DMSO). 

 

Em um estudo recente, foi realizado o ensaio de membrana mitocondrial por 

TRME em 4-nitrofenil cumarinas, nas concentrações de 10, 25, 50, 75 e 100μM e o 

foi analisado neste estudo que uma das nove cumarinas sintetizadas apresentou 
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perda do potencial de membrana dependente da dose utilizada nas células A549, 

durantes as fases iniciais do tratamento, sugerindo que pode estar sendo usada a 

via apoptótica intrínseca para ocasionar a morte celular.[123] Verificou-se também 

a correlação entre o efeito citotóxico e a perda do potencial de membrana nas 

células A549. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSÕES / PERSPECTIVAS 

 

 A partir da triagem virtual foram selecionados cinco compostos, na qual foram 

analisadas suas afinidades de ligação com a enzima humana cinesina Eg5 (PDB 

ID: 4AP0), propriedades físico-químicas, farmacocinéticas e toxicológicas. O 

resultado desta triagem virtual possibilitou a identificação do LaSOM 235 (32), do 

LaSOM 312 (33) e do LaSOM 321 (34) que apresentaram valores próximos às 

afinidades dos ligantes cristalográficos utilizados, sugerindo um grau de inibição 

semelhante. Após a análise das propriedades físico-químicas, farmacocinéticas e 

toxicológicas, verificou-se que todos compostos apresentam propriedades físico-

químicas e farmacocinéticas melhores aos do ligante de referência Ispinesibe (11); 

entretanto, a análise toxicológica in silico identificou que o LaSOM 312 (33) e o 

LaSOM 321 (34) possuem risco elevado de mutagenicidade e tumorigenicidade. 

 Devido ao seu risco de mutagenicidade e tumorigenicidade o LaSOM 312 

(33) e LaSOM 321 (34) foram descartados para prosseguirem para fase de testes 

in vitro, juntamente com o LaSOM 198 (25) e LaSOM 206 (26) que apesar de 

apresentarem resultados satisfatórios na triagem virtual, não apresentam boas 

conformações na análise visual.  
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O resultado de todas etapas do planejamento in silico demonstrou que o LaSOM 

235 (32) possui boas características físico-químicas, farmacocinéticas e 

toxicológicas e com isso, foi o mais adequado para prosseguir para os ensaios in 

vitro.  Juntamente a ele, foram adicionados o LaSOM 229 (30) e LaSOM 234 (31). 

Estes compostos foram selecionados devido ao seu grau de pureza já verificado, 

além disso, também pertencem à mesma série de 4-aminocumarinas, apresentando 

somente um substituinte de diferença e podem servir como controle para identificar 

inicialmente a influência dos grupos metila nas posições 3,5 (hidrofobicidade e 

doador de elétrons fraco por indução) e comparar com o 4-cloro (hidrofobicidade e 

retirador de elétrons fraco). A análise visual destas três moléculas demonstrou que 

o LaSOM 235 é o que apresenta o melhor encaixe proteína-ligante, corroborando 

com o ranqueamento da triagem virtual.  

A avaliação da atividade antiproliferativa in vitro das cumarinas LaSOM 229, 

LaSOM 234 e LaSOM 235 frente à linhagem celular derivada de câncer de pulmão 

humano A549 demonstrou que com os resultados obtidos até momento, o LaSOM 

235 é o hit mais promissor, com chances de se tornar um potencial candidato a 

protótipo de fármaco antitumoral. Mais testes devem ser realizados para corroborar 

com os resultados obtidos, tais como: testes em linhagens celulares sadios, 

avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo para identificar o possível 

mecanismo de diminuição da viabilidade celular através da inibição da Eg5., 

imunocitoquímica para confirmar o perfil monoastral.  

 Foram realizados apenas dois (N) de experimentos dos três que foram 

determinados antes do início dos testes, isto deve-se ao início pandemia de 

coronavírus (Covid-19) no nosso País, na qual o último experimento começaria na 

semana na qual foram determinadas as ações de isolamento (16/março). Após a 

volta da Universidade à normalidade, o último (N) de experimento será realizado e 

serão obtidos os resultados finais.  
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