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Resumo. O céancer caracteriza-se pela proliferacdo desordenada de células anormais que
apresentam alteracGes genéticas que lhes conferem a alta capacidade de proliferacéo e
invasdo, afetando o funcionamento de tecidos e Orgdos. Estudos recentes mostram que o
complexo de coordenacédo denominado Cua apresenta seletividade e baixa toxixidade, onde,
os valores de CE50 de celulas sadias tratadas com o composto foram superiores aos obtidos
para as células tumorais. Nesse contexto, estudos de docking e modelagem molecular séo
utilizados para otimizar o processo de triagem no desenvolvimentos de novos farmacos. O
objetivo desse trabalho foi analisar o efeito do Cua na viabilidade de celulas de cancer de
mama e simular, in silico, o perfil de interagdes com o DNA humano utilizando docking
molecular. As concentracdes de CE50 foram inferidas por método colorimétrico utilizando
MTT. As andlises de modelagem molecular foram feitas utilizando o Pymol, para
visualizacd@o e edicdo das estruturas, e 0 Hex para o docking molecular. O composto Cua
demonstrou poténcia, na inviabilidade de celulas de cancer. Estudos de docking mostraram
uma maior interacdo do Cua com o sulco menor do DNA, sugerindo que o complexo pode
estar atuando negativamente nos processos de transcricdo e replicacdo, ativando vias
apoptaticas.
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1. INTRODUCAO

A inibicdo do DNA restringiria a sintese ou replicacdo de proteinas e poderia induzir
morte celular (Sheikh et al., 2004). As regides do DNA envolvidas em processos vitais, como
a origem da replicacdo, a promocéo da transcricado, etc., sdo de particular interesse como alvos
para uma ampla gama de medicamentos anticancerigenos e antibiéticos (HURLEY, 2002).

As ligacOes nas fendas do DNA (no sulco maior ou menor) e a intercalagdo sdo dois dos
tipos de interacdo mais comuns entre ligantes e 0 DNA. Nas ligacbes com as fendas, a
molécula € na maioria das vezes flexivel, contém ligacBes rotaciondveis e é capaz de se
orientar ao longo do sulco maior ou menor do DNA, inibindo assim sua fungédo regular
(BARALDI et al., 2004).

Os tratamentos aplicados aos pacientes com cancer visam sempre a eliminacdo das
células tumorais. Como as células tumorais sdo proprias do organismo, células normais do
paciente também ficam susceptiveis a sofrer com o tratamento. Buscando peculiaridades
existentes entre as células tumorais e normais, tem-se percebido que as primeiras proliferam-
se muito mais rapido que as segundas, sendo o ciclo celular um dos alvos de tratamento e
combate as células tumorais (BRASILEIRO-FILHO, 2006; CASCIATO, 2008).

Os compostos alquilantes substituem um atomo de hidrogénio por um radical alquil.
Quando se ligam ao DNA, impedem a separacdo da dupla fita, fenémeno indispensavel para a
replicacdo. Os alquilantes afetam as células em todas as fases do ciclo celular, de modo
inespecifico (KOSTOVA, 2006).

Compostos de coordenacdo sao instrumentos chave de outra area da quimica, a
inorganica medicinal. A quimica inorganica medicinal busca explorar as propriedades unicas
de ions metalicos para a concepcdo de novos medicamentos. No desenvolvimento de
metalofarmacos, as moléculas orgéanicas (ligantes) apresentam papel importante, uma vez que
podem limitar os efeitos toxicos dos metais e potencializar suas propriedades terapéuticas.
Ligantes sintéticos planejados para a obtencdo de compostos de coordenacdo podem levar a
descoberta de novos agentes terapéuticos (STORR et al., 2007; BRUIININCX & SADLER,
2008).

Dentre os compostos metalicos com atividade antitumoral, complexos contendo metais
end6genos como ferro e cobre, sio menos toxicos ao organismo (ARREDONDO & NUNEZ,
2005).

Figueredo (2012) avaliou o potencial de oito complexos de coordenacdo de cobre e seus
respectivos ligantes na reducdo da viabilidade das células tumorais de origem leucémica
THP1 e U937. Dentre os compostos testados, o complexo [Cu(L1)CI]CI.2H20, denominado
Cuo, foi 0 mais ativo, exibindo um valor de CE50 de 13,85 uM para as células U937 e 11,06
uM para as células THP1, respectivamente. Estes resultados foram duas vezes (para as células
U937) e trés vezes (para as células THP1) menores que os exibidos pela cisplatina, o
complexo de coordenacgdo escolhido como controle positivo (FIGUEREDO, 2012).

Quando os complexos foram testados em células normais do sangue periférico humano
(PBMC, do inglés Peripheral Blood Mononuclear Cell), os valores de CE50 foram superiores
aos obtidos para as células tumorais, indicando que a concentracdo necessaria dos complexos
para reduzir a viabilidade das células tumorais ndo interfere na viabilidade das células
humanas normais, sugerindo uma baixa toxidez e abrindo perspectivas para a continuidade
dos testes.

O mecanismo de morte celular induzido pelo complexo Cua também foi investigado por
Figueredo (2012) em células U937 e THP1, sendo o complexo Cua capaz de induzir apoptose
em ambas as linhagens celulares (FIGUEREDO, 2012).
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A proposicdo de novos derivados funcionais e anélogos sintéticos pode ser auxiliada
através da modelagem molecular de biomacromoléculas-alvo, em estudos de ligantes
baseados na estrutura do bioreceptor (SBDD, do inglés Structure-Based Drug Design).
Estudos de docking receptor-ligante (SBDD) sdo métodos computacionais utilizados para a
identificacdo do modo de ligacdo de moléculas candidatas a farmacos, no sitio ativo de
proteinas consideradas como alvos moleculares para o tratamento de determinadas doencas
(MAGALHAES et al., 2006). H4 uma evidéncia surpreendente de aplicacbes bem-sucedidas
de estudos de docking molecular no desenho de farmacos (MENG et al,, 2011; KROEMER,
2007; GEROMICHALOS, 2007; SHOICHET et al. 2002; MA, et al., 2008; CHAN et al.,
2010; MA et al., 2011).

Durante o processo de docking, a posicéo ideal e a orientacdo do ligante séo determinadas
usando um algoritmo de busca e uma funcéo de score que classifica as solu¢des geradas. Os
algoritmos de busca investigam um determinado numero de conformacBes de ligantes,
explorando todos os graus de liberdade da estrutura, de modo a encontrar o0 minimo de energia
global; e as funcdes de score avaliam a qualidade das poses de docking, distinguindo os
modos de ligacdo entre ligante e receptor observados experimentalmente de todas as outras
poses exploradas pelo algoritmo de busca. Atualmente, existem diferentes fungdes de score e
diferentes metodologias de busca (GUEDES, 2016).

Os métodos de busca utilizados nos algoritmos de docking podem ser classificados como
métodos de busca sistematica, métodos de busca deterministica e métodos randdmicos. Na
busca sistematica, todos os graus de liberdade do ligante sé@o explorados de maneira
combinatdria durante a busca. Métodos deterministicos produzem uma mesma saida para o
mesmo dado de entrada. J& os métodos randdomicos produzem diferentes saidas para um dado
de entrada (MAGALHAES et al., 2006).

Métodos baseados no campo de forca consideram interagdes intermoleculares descritas
por termos classicos da mecanica molecular. Métodos empiricos e semi-empiricos se baseiam
no ajuste tedrico de equacdes (regressdo linear) que reproduzem dados experimentais. Ja 0s
métodos baseados no conhecimento utilizam dados estatisticos dos potenciais de pares
atdbmicos de interacdo, os quais sdo derivados de conjuntos de dados provenientes de
complexos cristalograficos entre ligantes e proteinas (MAGALHAES et al., 2006).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Simular, in silico, o perfil de interagdes teoricas do [Cu(L1)CI|CL.2H20 (Cua) com o
DNA humano utilizando docking molecular.

2.2 Objetivo Especifico

»  Definir os modelos de DNA a serem utilizados para as analises de docking;

*  Realizar o docking molecular do Cua mono-hidratado e bis-hidratado, utilizando
estruturas do DNA com ligantes do fenda menor;

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencao e Preparo das Estruturas de DNA

Foi feita uma busca por estruturas cristalograficas de DNA de humanos no banco de
dados PDB (do inglés, Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org/pdb/) (BERMAN et al.,
2006). As estruturas foram obtidas no formato PDB e a escolha das estruturas de DNA a
serem utilizadas em nossos estudos foram feitas com base nos seguintes critérios: Resolucéo
até 3,0 A e co-cristalizado com ligantes em diferentes regides (sitios de ligacio). Dessa forma,
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foram selecionadas duas estruturas do DNA com ligante do sulco menor (Cddigos PDB:
1QV4 (MARTIN et al.; 2004) e 127D (SRIRAM et al.; 1992). Para o docking, as estruturas
foram preparadas e geometrias verificadas utilizando-se o programa Pymol 0.99 para
Windows (DELANO, 2002).

3.2 Obtencao e Preparo dos Ligantes

A estrutura do Cua na sua forma monomérica foi obtida utilizando o programa
Spartan’08 (Spartan'08, Wavefunction, Inc. Irvine, CA. Y. SHAO et al., 2006) a partir de
resultados publicados anteriormente pelo grupo de pesquisas da UENF, conforme
mencionado, em sua forma dimérica, que foi obtida através de difracdo de raio X de cristais
(FERNANDES et al.; 2015). A estrutura monomérica foi editada de modo a simular dois
momentos de hidratacdo, baseados nos modelos descritos para a cisplatina, onde se perde um
cloro a cada hidratacéo e, sendo assim, duas estruturas do Cua foram desenhadas, contendo
dois cloros, contendo apenas um e ndo contendo nenhum cloro (Figuras 1).
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Figura 1; Estruturas planas do Cua mono-hidratado (1) e Cua bis-hidratado (2) respectivamente.

Em relacdo aos ligantes co-cristalizados, os mesmos foram baixados e adicionados 0s
atomos de hidrogénio as suas estruturas. Apos o desenho das estruturas, as mesmas foram
otimizadas pelo método semi-empirico PM3 (STEWART, 1989) no programa Spartan’08.

3.3 Estudos de Docking Molecular

Nos estudos de docking molecular para a analise de possiveis modos de ligacdo e a
investigacdo das interacdes atdmicas predominantes neste processo, foi utilizado o programa
HEX versdo 8.0.0 (MAVRIDIS & RITCHIE, 2007) e a estrutura do DNA com dois ligantes
interagindo no sulco menor da molécula, obtidas no PDB e devidamente preparadas.

As visualizacbes e analises dos resultados foram feitas no programa Pymol 0.99 para
Windows (DELANO, 2002) e os resultados foram comparados com as estruturas originais
obtidas no PDB.

Os modelos de DNA co-cristalizados com os ligantes dos sulcos do DNA foram
selecionados a partir dos critérios mencionados no item 3.1 deste trabalho. Os mesmos foram
editados utilizando o Pymol 0.99 para Windows, os ligantes foram retirados e o fragmento de
DNA isolado e salvo em formato PDB.

Apos o preparo da estrutura do DNA, o mesmo foi utilizado como receptor no Docking
molecular utilizando o programa Hex versdo 8.0.0.. Esta é uma ferramenta que vem sendo
muito bem citada na literatura (AL-RASHIDAA & AHSENA, 2015), que possibilita o estudo
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de Docking altumolecular, com ligantse flexiveis ou ndo, e que contenham metais na sua
estrutura.

Os ligantes de Cua a serem utilizados no Docking , com as diferentes estruturas de DNA
propostas, sdo modelos que simulam as diferentes fases de hidrata¢éo, propostas inicialmente
com base no mecanismo de agdo da cisplatina (KARTALOU & ESSIGMANN, 2001). Os
mesmos foram editados e checados utilizando o programa Spartan’08 e a ilustragdo foi feita
utilizando o Pymol 0.99 para Windows (Figuras 2).

Cuo mono-hidratado Cuo bis-hidratado

Figura 2: Estruturas em 3D do Cua mono-hidratado (1) e Cua bis-hidratado (2), respectivamente.

Com os receptores e ligantes preparados e salvos no formato PDB, o Docking molecular
foi feito utilizando o Hex 8.0.0 e as analises dos tipos de aductos formados, tipos de
interacdes e valores de energia foram feitos utilizando o Pymol 0.99..

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a analise de docking, o Cua mono-hidratado mostrou, teoricamente, ter uma boa
interacdo com o sulco menor do DNA no modelo 1QV4 (Figura 3). Foram observadas, no
total, 7 interacGes do tipo ligacdo de hidrogénio. Essas interaces ocorreram entre o Cua e 0S
nucleotideos contendo Guanina e Citosina. Entretanto, ndo foram observadas interacdes do
tipo empilhamento-.

L

Figura 3: Docking molecular de Cua mono-hidratado (ciano) no sulco menor do DNA do modelo 1QV4,
mostrando interagdes por ligacdo de hidrogénio na guanina (verde) e citosina (amarelo); Interagbes por ligacdo
de hidrogénio (linha pontilhada preta); interagdo de coordenacdo metalica do Cu com o ligante do complexo
(linha pontilhada magenta); elementos do complexo de coordenacdo: C (ciano), O (vermelho), N (azul), Cl

(verde) e Cu (laranja).

Através dos estudos de docking, o Cua mono-hidratado mostrou ter, teoricamente, boa
interacdo com o sulco menor do DNA utilizando a estrutura 127D (Figura 4). Foram
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observadas, no total, 5 interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio. Essas interagOes ocorreram
entre 0 Cua e 0s nucleotideos contendo Guanina e Citosina. N&o foram observadas interacdes
do tipo empilhamento- =.

Figura 4: Docking molecular de Cua mono-hidratado (ciano) no sulco menor do DNA do modelo 127D,
mostrando intera¢des por ligagdo de hidrogénio na guanina (verde) e citosina (amarelo); Interacdes por ligagdo
de hidrogénio (linha pontilhada preta); interagdo de coordenacdo metalica do Cu com o ligante do complexo
(linha pontilhada magenta); elementos do complexo: C (ciano), O (vermelho), N (azul), Cl (verde) e Cu
(laranja).

O Cua bis-hidratado mostrou teoricamente ter uma boa interagdo com o sulco menor do
DNA. Foram observadas, no total, 8 interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio (Figura 5).
Essas interacbes ocorreram entre o Cuo e 0s nucleotideos contendo Guanina e Citosina.
Ressalta-se que as interagdes foram semelhantes aquelas observadas no docking com o Cua
mono-hidratado e mesma estrutura do DNA, codigo 1QV4. Da mesma forma, ndo foram
observadas interacGes do tipo empilhamento- =.

Figura 5: Docking molecular de Cuo bis-hidratado (ciano) no sulco menor do DNA do modelo 1QV4,
mostrando interacOes por ligacdo de hidrogénio na guanina (verde) e citosina (amarelo), Interacdes por ligagdo
de hidrogénio (linha pontilhada preta), interacdo de coordenacdo metélica do Cu com o ligante do complexo
(magenta). Elementos do complexo: C (ciano), O (vermelho), N (azul) e Cu (laranja).

Nessa analise, o Cua bis-hidratado mostrou ter, teoricamente, razoavel interacdo com o
sulco menor do DNA de estrutura 127D, bem diferente e distante das interagdes observadas
no docking com o Cua. mono-hidratado pois foram observadas, no total, 2 interacdes do tipo
ligacdo de hidrogénio (Figura 6). Essas interacfes ocorreram entre 0 Cua e 0s nucleotideos
contendo Guanina. N&o foram observadas intera¢6es do tipo empilhamento- .
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Figura 6: Docking molecular de Cua bis-hidratado (ciano) no sulco menor do DNA do modelo 127D,
mostrando interacdes por ligacdo de hidrogénio nas guaninas (verde); Interacdes por ligacdo de hidrogénio (linha
pontilhada preta); interacdo de coordenacdo metalica do Cu com o ligante do complexo (magenta); elementos do

complexo: C (ciano), O (vermelho), N (azul) e Cu (laranja).

Os estudos de Docking do Cua, mono, bis e tri hidratado com os cristais onde 0 DNA
interage com ligantes de sulco do DNA (1QV4 e 127D) estdo resumidos na Tabela 1. Os
dados tedricos obtidos corroboram a andlise visual feita anteriormente, sugerindo que 0s
compostos de cobre interagem com os sulcos do DNA nas estruturas selecionadas para este
estudo. Entretanto, a observacdo de um maior nimero de interacdes por ligacdo de hidrogénio
nem sempre contribui para um menor valor da energia e, portanto, pode-se presumir que
podem estar ocorrendo, também, interacdes desfavoraveis que levam a energias com maiores
valores (Tabela 1).

Tabela 1: Tabela comparativa das ligacGes e interacdes moleculares relevantes do Docking do Cua em

diferentes estagios de hidratacdo, com modelos de DNA com ligante do sulco menor.

Cua mono-hidratado 7 0 -284.8
1QV4 o

Cuo bis-hidratado 8 0 -278,3

Cua mono-hidratado 5 0 -265,4
127D ]

Cuo bis-hidratado 2 0 -288,9

'LH= Ligacéo de Hidrogénio

Pode-se ressaltar, também, que o composto de Cua mono-hidratado foi aquele que obteve
a energia de interacdo mais favoravel com o DNA de cddigo 1QV4, enquanto que 0 composto
de Cua bis-hidratado apresentou energia mais favoravel com a estrutura 127D (Tabela 1).
Esses dados sugerem que, para cada estrutura, 0s requisitos para o reconhecimento molecular
é diferenciado, corroborando a decisdo de estudar diferentes cristais de DNA nesse trabalho.

Ademais, interacbes de compostos com o0s sulcos do DNA podem influenciar
positivamente ou negativamente o processo de replicacdo e transcricdo do DNA (CHAIRES,
1997, 1998; HAQ, 2002; HURLEY, 2002). Cabe ressaltar que varios estudos mostram que o
sulco menor do DNA é um potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos, compostos que tém sido testados nos estudos sobre o cancer (ROMANO,
2017; WANG, 2016; CAl, 2009).

Interacbes de compostos com os sulcos do DNA podem influenciar positivamente ou
negativamente o precesso de replicacdo e transcricdo do DNA (CHAIRES, 1997, 1998; HAQ,
2002; HURLEY, 2002). Nesse contexto, dados da literatura mostram que o sulco menor do
DNA € um potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos,
compostos que tém sido testados nos estudos que buscam combater o cancer (ROMANO,
2017; WANG, 2016; CAI, 2009) e, devido a isso juntamente com os dados de viabilidade
celular, podemos supor que essas interacbes com o0s sulcos menores do DNA apresentadas
pelos compostos de Cua podem estar desencadeando o processo de morte celular. Entretanto,
Novos estudos na area da gendmica, protebmica, biologia molecular e celular ainda sdo
necessarios para elucidar o mecanismo de acdo do Cuo e 0 grupo de pesquisa estard
trabalhando nisso no futuro.
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Comparando o cristal original, o redocking e a interacdo dos compostos de Cua propostos
(Tabela 2), notamos a auséncia de empilhamento-n nas analises tanto do cristal, como do
redocking do mesmo e nos estudos de docking com os compostos de Cuo. Na estrutura 1QV4,
quando comparado com o0s compostos de Cua, observam-se quantidades razoaveis de ligacbes
de hidrogénio, porém os valores de energia sdo bem préximos em ambas as analises, o0 que
pode estar ocorrendo devido a interacfes de outra natureza, como Van der Waals.

Tabela 2: Tabela comparativa das ligacdes e interacdes moleculares relevantes dos ligantes co-cristalizados e

Redocking e Docking com Cua.

Cristal 3 0 R

Redocking 3 0 -279,1
1QV4 )

Cua mono-hidratado 7 0 -284,8

Cuo bis-hidratado 8 0 -278,3

Cristal 6 0 -

Redocking 5 0 -423,00
127D

Cua mono-hidratado 5 0 -265,4

Cuo bis-hidratado 2 0 -288,9

'LH= Ligacéo de Hidrogénio

Ha uma prevaléncia em ligacdes de hidrogénio em ambos os modelos propostos para a
ancoragem dos complexos de cobre, confirmando entdo a sua melhor interacdo com a fenda
menor do DNA. Os valores de energia de ancoragem no cristal 1QV4 e redocking sédo
proximos em relacdo ao estudo de docking com os compostos de Cuo que, por sua vez,
independentemente do grau de hidratacdo, apresentam valores de energia bem proximos entre
si. Devido a natureza quimica labil dos &tomos de Cl, é bastante provavel que os compostos
de Cua sofram processos de hidratacdo, assim como a cisplatina, devido a maior basicidade
das moléculas de H20O presentes na célula (KARTALOU e ESSIGMANN, 2001).

5. CONCLUSAO

O ensaio de viabilidade celular (MTT) - mostrou que o composto Cua € bem efetivo em
células de cancer de mama, em compara¢do com a cisplatina, corroborando estudos anteriores
do grupo onde foi mostrado um efeito seletivo no tratamento de tumores do tipo melanoma
em camundongo e também com uma baixa toxicidade em celulas sadias de plasma humano.

Os dados de modelagem molecular, mostram que o papel intercalador dos complexos de
cobre é pouco provavel, em estudos tedricos, devido a sua baixa interacdo do tipo
empilhamento-x e alta afinidade em formar ligagdes de hidrogénio, sugerindo que 0 mesmo
possa estar interagindo com os sulcos do DNA.

O Cuo estd interagindo diretamente com o sulco menor do DNA, cujo dado foi
corroborado, teoricamente, através do docking com base em dois cristais com ligantes que
interagem com o sulco menor, 0 1QVR4 e 0 127D.

Desse modo, juntamente com os dados in vitro e in silico, € possivel presumir que a baixa
viabilidade das celulas de cancer pode estar diretamente ligada a interacdo do Cua com o
sulco menor do DNA das mesmas e, com isso, reduzindo o crescimento desordenado e
ativando vias apoptéticas das mesmas, talvez regulando de forma negativa processos de
replicacéo e transcri¢do especificos em celulas de cancer.
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Devido a elevada citotoxicidade observada contra as células tumorais testadas, baixa
toxidez in vivo e baixo custo quando comparado a compostos de platina, o composto Cua €
um candidato em potencial para realizacdo de estudos pré-clinicos (farmacoldgicos,
farmacocinéticos e toxicoldgicos).
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APENDICE

COMPLEMENTARY STUDY OF A COMPLEX OF COPPER COORDINATION
AND EVALUATION OF INTERACTION WITH HUMAN DNA IN SILICO

Abstract. Cancer presents by the disordered proliferation of abnormal cells that integrate the
genetic alterations that confer high capacity of proliferation and invasion, affecting the
functioning of the tissues and organs. Recent studies show what is complex of hemotherapy
processes with toxicity, where the EC 50 levels of healthy cells treated with the syndrome
have been reached for tumor cells. This study, studies of docking and molecular modeling are
used to optimize the process of screening in the development of new drugs. The objective of
this work was to analyze the effect of cancer in the percutaneous breast via and to simulate, in
silico, the interaction profile with human DNA using molecular docking. The EC 50
concentrations were inferred by the colorimetric method using MTT. Molecular modeling
analyzes were performed using Pymol, for visualization and editing of structures, and Hex for
molecular docking. The Cua compound demonstrated, in the infeasibility of cancer cells.
Entry date into a larger interaction of the Transcription and Replication Guide, activating
apoptotic pathways.

Keywords: Cancer, DNA, Minor groove, Docking, Molecular modeling.
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