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RESUMO 

 

 

SALUM, L. B. Planejamento de ligantes da tubulina com propriedades antitumorais. 

2011. 220 p. Tese (Doutorado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade 

de São Paulo, São Carlos, 2011. 

 

 

O planejamento de moduladores da dinâmica dos microtúbulos, a partir da ligação à αβ-

tubulina, constitui importante estratégia para a terapia do câncer. Os efeitos de inibição da 

polimerização da tubulina ou de estabilização dos microtúbulos são promovidos pela 

interação de compostos em cavidades específicas da proteína alvo. A interferência com a 

dinâmica dos microtúbulos nas células em rápida multiplicação provoca o bloqueio do ciclo 

celular, disparando sinais bioquímicos que culminam em apoptose. Os taxanos são os 

agentes antimitóticos mais importantes dentre os estabilizadores de microtúbulos, ao passo 

que os alcalóides da vinca e a colchicina são membros representativos dos inibidores da 

polimerização. Entretanto, o aparecimento de resistência, baixa biodisponibilidade e reações 

adversas graves são fatores que têm impulsionado a pesquisa por novos agentes 

anticâncer. Dentre os ligantes identificados recentemente para o sítio do taxol, o 

discodermolídeo e a dictiostatina, produtos naturais de origem marinha, são potentes 

estabilizadores de microtúbulos que apresentam maior solubilidade que o taxol e atividade 

contra células de câncer resistentes aos taxanos. Por essa razão, o modo de ligação desses 

compostos à cavidade de interação da β-tubulina tem sido objeto de investigação. Modelos 

preditivos de HQSAR foram desenvolvidos para derivados sintéticos do discodermolídeo e 

utilizados em conjunto com estudos baseados na estrutura do receptor, em concordância 

com evidências experimentais, para a proposição de modelos de interação para os análogos 

na cavidade do taxol. Os modelos de conformação bioativa foram utilizados no alinhamento 

estrutural do conjunto de dados para estudos de QSAR 3D CoMFA e comparação com o 

alinhamento baseado nas estruturas minimizadas dos ligantes. A caracterização de padrões 

de reconhecimento molecular foi útil para a proposição de um modelo farmacofórico 

baseado nas estruturas dos produtos naturais estabilizadores de microtúbulos. Um modelo 

farmacofórico simplificado foi integrado ao processo de triagem virtual consistindo na 

aplicação de filtros hierárquicos sucessivos para a identificação de novos estabilizadores de 

microtúbulos. Caseobliquinas foram ensaiadas como estabilizadoras de microtúbulos, 

enquanto que intermediários sintéticos da dictiostatina foram avaliados quanto aos seus 

efeitos na polimerização da tubulina. Nos últimos anos, tem sido intensificada a busca por 



 

novos ligantes do sítio da colchicina, dentre os quais os indóis estão entre os mais 

relevantes. Para quatro conjuntos de dados totalizando 170 derivados de indóis, modelos de 

HQSAR foram desenvolvidos para a avaliação virtual de uma base de dados. Estudos de 

QSAR 3D CoMFA e CoMSIA baseados nos farmacóforos foram comparados para 3 

conjuntos de dados. Os resultados sugerem que o núcleo indólico pode interagir de 

maneiras diferentes na cavidade de interação da proteína. Chalconas do tipo 1, inspiradas 

em ligantes clássicos do sítio da colchicina, foram avaliadas em ensaios celulares e de 

polimerização da tubulina, levando a síntese e avaliação de uma nova série de chalconas 

com propriedade antiproliferativa significativa. Por outro lado, derivados de N-acil-hidrazonas 

apresentaram atividade antimitótica semelhante à colchicina, enquanto as 

tiosemicarbazonas citotóxicas não interagiram diretamente com a tubulina. 

 

 

Palavras-chave: Câncer. Tubulina. Química medicinal. Ensaios de polimerização. Análises 

de alto conteúdo 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
 

SALUM, L. B. Design of tubulin ligands with antitumor properties. 2011. 220 p. Tese 

(Doutorado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, 

São Carlos, 2011. 

 

 

Inhibition of microtubule function is one of the most important approaches to anticancer 

therapy. Two main effects can be elicited by tubulin/microtubule-interactive agents: inhibition 

of tubulin assembly or microtubule stabilization. Interference with either the assembly or 

disassembly of microtubules within the mitotic spindle in rapidly dividing cells disrupts the 

normal process of cell division and provokes chemical signals that induce apoptosis. On one 

hand, taxanes are the most prominent among the microtubule-stabilizing antimitotic agents, 

while on the other hand, colchicine and the vinca alkaloids are representative members of 

the tubulin polymerization inhibitors. However, due to poor pharmacokinetic properties, high 

toxicity and resistance, their clinical utility has been limited, generating new opportunities for 

the development of novel anticancer agents. In recent years, structurally diverse taxoid-site 

ligands have been identified, including the potent microtubule-stabilizers discodermolide and 

dictyostatin. These marine sponge-derived natural products have higher water solubility than 

taxol and exhibit activity against taxane-resistant cell lines. Therefore, the elucidation of their 

binding modes is important in drug design. Predictive conformation-independent hologram 

QSAR models were developed for a series of synthetic discodermolide analogs as 

antiproliferative agents. Receptor-based studies were integrated with molecular recognition 

patterns, in agreement with experimental evidences, leading to  ligand-binding conformations 

for discodermolide analogs in the taxol-site. The bioactive conformation models were used to 

the structural alignment of the data set for the development of 3D QSAR CoMFA models, 

and for comparison with the models constructed with the rigid-body alignment based on 

minimized structures of the ligands. A set of structural features related to the interaction with 

the taxol cavity was identified and the molecular recognition patterns were employed to the 

construction of pharmacophore models based on the microtubule-stabilizing natural 

products. A final simplified pharmacophore model was integrated in a virtual screening 

procedure consisting of consecutive hierarchical filters targeting the identification of novel 

microtubule-stabilizers. Caseobliquins were screened as microtubule-stabilizers, while 

intermediates for the synthesis of dictyostatin were evaluated by their effects on tubulin 

assembly. Recently, the search for more simple anti-tubulin agents has renewed the interest 

in the development of colchicine analogs, often discarded for their high toxicity. Considering 



 

the structurally diverse ligands of the colchicine site, the indole derivatives are among the 

most important ones. Hologram QSAR models were developed for four data sets consisting 

of 170 indole derivatives, and used to evaluate a data set of commercially available 

compounds. Pharmacophore-based 3D QSAR CoMFA and CoMSIA models were 

constructed and compared to three of the individual data sets. The results indicated that the 

indole nucleus bind to the protein cavity in different ways. Type 1 chalcones, designed based 

on classical colchicine site ligands, have been screened for their anti-proliferative activity and 

tubulin assembly inhibition, leading to the synthesis and assessment of a novel series of 

chalcone analogs with substantial antiproliferative properties. Some N-acylhydrazone 

derivatives behaved as mitotic arresters in a way similar to that of colchicine, while cytotoxic 

thiosemicarbazones did not exhibit tubulin-interacting properties. 

 

 

Keywords: Cancer. Tubulin.  Medicinal chemistry. Polymerization assays. High-content 

analyses 
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“Eu quase que nada não sei. Mas desconfio de muita coisa” 
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1.1 CÂNCER 
 

 

Câncer é a denominação genérica de um grupo de doenças devastadoras 

caracterizadas pela multiplicação descontrolada de células malignas, capazes de invadir 

estruturas próximas e se espalharem em diversas regiões do organismo. As células 

malignas deixam de responder aos mecanismos de controle fisiológicos, duplicando-se 

desordenadamente para criar tumores, que são massas de células com crescimento 

anormal. A proliferação celular anômala está associada a defeitos genéticos que resultam 

em alterações em etapas-chave de regulação do ciclo celular. Na maioria dos tumores, os 

mecanismos fisiológicos de regulação estão desarranjados de modo que a proliferação das 

células ocorre de maneira independente do controle do crescimento celular normal. 

Posteriormente, as células que acumulam outras alterações específicas se desprendem e 

migram para outros órgãos, onde começam a se multiplicar desordenadamente e a substituir 

o tecido sadio, em um processo conhecido como metástase1-6. 

De acordo com dados do Instituto Nacional de Câncer (INCA), aproximadamente 500 

mil novos casos de câncer são diagnosticados no Brasil a cada ano, sendo a segunda causa 

de morte por doença no país, panorama grave que acompanha uma tendência mundial1-3. 

De fato, o impacto global do câncer mais que dobrou nos últimos trinta anos: mais de 10 

milhões de novos casos são estimados por ano no mundo, com mais de 7 milhões de óbitos 

anuais. Somente para o câncer de mama, o de maior incidência em mulheres, são 

esperadas aproximadamente 50 mil mortes no Brasil e mais de 500 mil mortes no mundo a 

cada ano. As estimativas para o ano de 2010 no país estão ilustradas na Figura 1.11-3. 

Diante deste cenário, torna-se clara a necessidade de investimentos no desenvolvimento de 

ações abrangentes para o tratamento do câncer, em diferentes níveis de atuação.  

 

 
 

Figura 1.1 - Principais tipos de câncer na população brasileira, nos gêneros masculino e feminino 
(números de 2008, excetuando o câncer de pele não melanoma)

3
.
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O tratamento dos diversos tipos de câncer pode envolver uma série de esquemas e 

combinações especiais de métodos dependendo de seu tamanho, estágio e localização 

primária. Na maior parte dos casos, entretanto, é necessária uma abordagem sistêmica 

concomitante. Vários fármacos estão disponíveis para a terapia sistêmica do câncer, 

atuando através de complexos mecanismos moleculares de ação. Entretanto, a grande 

maioria dos fármacos disponíveis no mercado tem seu uso limitado por fatores diversos – 

como elevada toxidez, resistência e baixa biodisponibilidade – os quais têm impulsionado a 

pesquisa por novos candidatos a fármacos com propriedades otimizadas, que possam 

representar novas alternativas terapêuticas e aumentar o arsenal quimioterápico existente 

para o tratamento do câncer. Nesse contexto, diversos alvos macromoleculares podem ser 

modulados pela ação de moléculas pequenas, reduzindo os processos malignos de 

crescimento e multiplicação desordenada, além da invasão e migração celular1, 7-11.  

A alteração frequente no ciclo das células tumorais tem levado à identificação de 

etapas relacionadas à inibição da multiplicação celular e ao estudo de alvos moleculares 

para o desenvolvimento de novos candidatos a fármacos para a terapia do câncer. A mitose, 

processo pelo qual uma cópia completa do genoma duplicado é precisamente segregada 

pelo fuso mitótico em duas células-filhas, corresponde a uma das fases do ciclo celular, 

como mostra a Figura 1.2. A fidelidade desse processo é monitorada a partir de sistemas de 

verificação em todas as fases do ciclo. Esses sistemas são coordenados para garantir a 

sobrevivência das células e a estabilidade do genoma. Erros nesses mecanismos 

constituem um importante aspecto na tumorigênese5, 6, 9, 12,13.  

 

 

 
Figura 1.2 - Etapas do ciclo celular

4
. Na fase G1 (gap1), a célula aumenta de tamanho e se 

prepara para a replicação do DNA, que ocorre na fase S (síntese). Na fase G2 (gap2) 
a célula se prepara para a fase M (mitose). As novas células-filhas imediatamente 
iniciam novo ciclo. Alternativamente, as células podem parar de se dividir 
temporariamente ou permanentemente. Compostos capazes de regular as fases G2 e 
M impedem com que a multiplicação celular se concretize. 
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As células malignas frequentemente perdem a regulação da divisão celular na fase 

G1. Por essa razão, pequenas moléculas capazes de regular a fase G2 ou de provocar 

alterações que resultem na interrupção da fase M apresentam particular interesse (Figura 2). 

Até o momento, entretanto, a maior parte das substâncias identificadas com propriedades 

antimitóticas interage com os componentes dos microtúbulos, particularmente com a 

proteína heterodimérica αβ-tubulina, interferindo na formação do fuso mitótico durante as 

etapas de divisão celular. De fato, os microtúbulos permanecem como um dos poucos alvos 

macromoleculares validados para o planejamento de compostos com atividade anticâncer e 

a tubulina continua a ser a única proteína associada à formação do fuso mitótico que é alvo 

macromolecular de agentes terapêuticos aprovados para o tratamento de diversos tipos de 

câncera, como o paclitaxel (Taxol® e outros)b, o docetaxel (Taxotere®), a vincristina 

(Oncovin®) e a vimblastina (Velbe®), apresentados na Figura 1.321-24.   

 

 
 
Figura 1.3 - Estrutura química dos fármacos antitumorais usados no tratamento do câncer. 

                                                           
a
 Inibidores de quinases em geral impedem a divisão, mas não a progressão do ciclo celular e, 
portanto, não são agentes antimitóticos

8, 9
.
 
Inibidores das quinesinas do fuso provocam interrupção 

do ciclo celular e são, por conseguinte, antimitóticos
14

. O ispinesib, inibidor alostérico dessa 
proteína, encontra-se atualmente em fase II de triagens clínicas para o tratamento de câncer de 
mama

8, 15
. 

b
 O paclitaxel foi isolado do pinheiro de Taxus brevifolia e identificado como agente anticâncer em um 
programa do National Cancer Institute (NCI), na década de 60, quando foi nomeado taxol. Quando 
desenvolvido comercialmente pela empresa farmacêutica Bristol-Myers Squibb (BMS), o nome 
genérico foi alterado para paclitaxel e passou a ser comercializado sob a marca Taxol

®
, formulado 

em cremofor EL e etanol. A síntese parcial do paclitaxel foi estabelecida na década de 80, a partir 
do isolamento de um intermediário avançado, a 10-acetil-bacatina, disponível em maiores 
quantidades em árvores relacionadas (T. baccata). Atualmente a BMS produz, isola e purifica o 
paclitaxel diretamente a partir da tecnologia de fermentação de células utilizando linhagens 
celulares de Taxus. O nome inicial (taxol), entretanto, é ainda hoje o mais amplamente utilizado na 
literatura para nomear o composto, razão pela qual essa designação foi mantida nessa tese

16-20
. O 

mesmo ocorre para o taxotere. 
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1.2 αβ-TUBULINA COMO ALVO MACROMOLECULAR 
 

 

Os microtúbulos são polímeros dinâmicos de tubulina, componentes estruturais 

celulares envolvidos em vários processos vitais como mitose, citocinese e transporte 

vesicular, além de comunicação intracelular. As unidades estruturais dos microtúbulos são 

os αβ-heterodímeros de tubulina. Guanosina trifosfato (GTP) se liga a ambas as 

subunidades, α e β (Figura 1.4). A subunidade β, que possui atividade GTPásica, também 

se liga à guanosina difosfato (GDP), quando GTP é hidrolisado e ocorre a adição de mais 

uma subunidade heterodimérica ao protofilamento em formação. Os protofilamentos se 

empacotam paralelamente em filamentos cilíndricos ocos para formar os microtúbulos. Em 

geral, os microtúbulos são formados por 13 protofilamentos de dímeros de αβ-tubulina 

(Figura 1.5)25, 26. Os monômeros de α e β-tubulina compartilham 40% de identidade 

sequencial e possuem estruturas muitos similares, exceto em algumas regiões de alças, e 

apresentam domínios de ligação a nucleotídeos (N-terminal), de interação com ligantes 

(intermediário) e de ligação a proteínas associadas (MAPs, do inglês, microtubule 

associated proteins) com o processo de polimerização (C-terminal), como mostrado na 

Figura 1.427-29.  

 

 
 

Figura 1.4 - Estrutura do dímero de αβ-tubulina (código PDB: 1JFF). Cada monômero consiste dos 
domínios de ligação a nucleotídeos (rosa), de interação com ligantes (verde), e de 
ligação a proteínas associadas (amarelo). O taxol, fármaco com potente ação 
antitumoral, é mostrado na cavidade da alça M no monômero de β-tubulina. 
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Figura 1.5 - Dinâmica de polimerização/despolimerização dos dímeros de αβ-tubulina, mostrando 
a perda de dímeros em uma das extremidades e adição de dímeros na outra 
extremidade. Os microtúbulos são resultantes do empacotamento dos protofilamentos 
lado a lado. Na presença de GTP, a polimerização é favorecida e na presença de 
GDP o processo inverso é mais favorável

26
. 

 

 

A dinâmica dos microtúbulos é definida por fases de polimerização e 

despolimerização, que podem ser reguladas, já que a uma das extremidades dessas 

estruturas polares, no terminal (+), podem ser adicionadas subunidades diméricas, no 

monômero de β-tubulina, e na extremidade oposta, no terminal (-), o monômero de α-

tubulina, há perda de subunidades quando a estrutura não está estabilizada (Figura 1.5). 

Enquanto os dímeros de αβ-tubulina ligados a GDP são curvados, desfavorecendo a 

formação do protofilamento, os dímeros ligados a GTP são retos, e favorecem o 

crescimento do polímero. A supressão da dinâmica dos microtúbulos perturba a formação 

do eixo mitótico, interrompendo o ciclo celular na transição metáfase-anáfase, 

desencadeando mecanismos que resultam em apoptose26-30. Compostos que interferem 

com a dinâmica dos microtúbulos estão entre os agentes anticâncer mais importantes na 

terapêutica. Esses compostos, que interagem diretamente com a tubulina, também 

denominados agentes antitubulina, são classificados como agentes estabilizadores ou 

desestabilizadores de microtúbulos22, 23, 28.  
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1.2.1 Estabilizadores dos microtúbulos 

 

 

O mecanismo de ação do taxol e de seus análogos (os taxanosc), além de outros 

compostos de origem natural, estruturalmente diversos dos taxanos, como as epotilonas, o 

discodermolídeo e a dictiostatina, mostrados na Figura 1.6, inclui a ligação à subunidade β-

tubulina na região da alça M, no sítio de ligação das proteínas Tau, o aumento das 

interações laterais entre protofilamentos, a estabilização dos microtúbulos contra 

despolimerização, e a interferência com a função normal da tubulina na formação do fuso 

mitótico efetivo28-37. As proteínas Tau constituem uma família integrante do grupo das MAPs, 

que são importantes reguladores fisiológicos da polimerização da tubulina. As proteínas Tau 

favorecem a polimerização da tubulina, e estabilizam os microtúbulos formados através de 

copolimerização38-41. Portanto, os taxanos, as epotilonas e o discodermolídeo são ligantes 

de uma cavidade de interação proteína-proteína. 

 

 
 
Figura 1.6 - Produtos naturais estabilizadores de microtúbulos com potente ação antitumoral. 

 

O taxol e o taxotere (Figura 1.3) são os compostos mais estudados da classe dos 

taxanos. Embora estejam entre os agentes quimioterápicos mais eficazes, os taxanos são 

suscetíveis a vários mecanismos de resistência, incluindo a redução da afinidade por 

mutações na estrutura da β-tubulina, a expressão aumentada de subtipos dos monômeros 

de β-tubulina para os quais a afinidade desses compostos é menor e a sua expulsão da 

célula pela glicoproteína-Pd. Outro aspecto limitante é a baixa solubilidade destes 

compostos, o que resulta em uma formulação farmacêutica complexa, administrada na 

                                                           
c
 A literatura denomina como taxanos os diterpenos extraídos dos pinheiros de Taxus, e como 
taxóides os derivados de taxol

31
.  Como taxol e taxotere se encaixam em ambas as denominações, 

esses termos são com frequência indistintamente utilizados, assim como nessa tese de doutorado. 
d
 A glicoproteína-P é uma proteína transmembrana envolvida com o transporte ativo de várias toxinas 
estruturalmente não-relacionadas para o exterior das células, participando, portanto, do processo de 
destoxificação. A superexpressão dessa proteína tem sido também relacionada à resistência 
múltipla aos fármacos anticâncer

42
. 
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forma injetável. Além disso, essas formulações estão associadas a efeitos adversos graves, 

como neutropenia, neurotoxicidade e cardiopatias. Todos esses fatores têm estimulado as 

pesquisas por candidatos a novos fármacos que atuem por mecanismos similares, mas com 

propriedades terapêuticas mais apropriadas, sejam estes análogos dos taxol ou originados a 

partir de uma nova diversidade química22, 29, 32-34, 37, 43-45. 

A dictiostatina e o discodermolídeo (Figura 1.6) são lactonas de origem natural, 

isoladas em pequenas quantidades (menos de 0,003% em massa) a partir de esponjas 

marinhas – Spongia sp e Discoderma dissoluta, respectivamente. Esses produtos naturais 

são os mais potentes agentes estabilizadores de microtúbulos identificados até o momento e 

demonstram mecanismo de ação semelhante ao do taxol, efetivamente induzindo o 

processo de apoptose. Além disso, não apresentam resistência cruzada com linhagens 

celulares de câncer resistentes ao taxol e apresentam maior solubilidade que os taxanos. 

Sabe-se, ainda, que são capazes de competir com o taxol pelo sítio de ligação da β-tubulina, 

interagindo reversivelmente com essa cavidade, sugerindo que se liguem ao mesmo sítio de 

interação do taxol28, 32-34, 46-48. Devido a essas propriedades biológicas, o padrão de 

reconhecimento molecular dessas moléculas bioativas é importante para abordagens de 

planejamento em química medicinal e, por isso, análogos desses compostos foram 

estudados. O entendimento das interações intermoleculares relacionadas à modulação da 

tubulina é importante tendo-se em vista que compostos que apresentam variações de 

entalpias de interação favoráveis no sítio de interação do taxol são os que apresentam maior 

citotoxicidade49, 50. 

Outros importantes estabilizadores dos microtúbulos incluem a cicloestreptina, a 

eleuterobina, as sarcodictinas e o laulimalídeo51-56. As estruturas químicas desses produtos 

naturais complexos são mostradas na Figura 1.7. Enquanto a eleuterobina, as sarcodictinas 

e a cicloestreptina representam prováveis ligantes da cavidade de interação do taxol, sendo 

a cicloestreptina o primeiro ligante covalente descrito para esse sítio, o laulimalídeo não 

compete com os taxanos pela cavidade da β-tubulina51-57. 

 

 
 
Figura 1.7 - Produtos naturais estabilizadores de microtúbulos. A) cicloestreptina, B) sarcodictina 

A, C) eleuterobina e D) laulimalídeo. 



38 

 

1.2.2 Inibidores da polimerização da tubulina 

 

 

Os alcalóides da vinca, vincristina e vimblastina (Figura 1.3), diferentemente dos 

taxanos, atuam como inibidores da polimerização da tubulina (ou como desestabilizadores 

de microtúbulos). Esses produtos naturais também interagem com a β-tubulina, mas em 

uma cavidade distinta do sítio de interação dos taxanos, localizada na interface entre dois 

diferentes αβ-heterodímeros no protofilamento. Na presença desses compostos, o fuso 

mitótico não se forma e não há divisão celular, desencadeando o processo de morte celular. 

Os alcalóides da vinca também são sensíveis à ação da glicoproteína-P e possuem baixo 

índice terapêutico, razão pela qual é importante a pesquisa de novos fármacos na terapia do 

câncer, capazes de inibir a polimerização dos microtúbulos58, 59.  

Além das cavidades de interação dos taxanos e dos alcalóides da vinca, ainda é 

conhecido o sítio de interação do alcalóide colchicinae (e da lignana podofilotoxina), 

localizado na interface entre as duas subunidades da tubulina. Os sítios distintos de 

interação da colchicina e dos alcalóides da vinca estão mostrados na Figura 1.822, 59, 64. A 

colchicina, produto natural com atividade antiproliferativa, foi o primeiro agente 

desestabilizador de microtúbulos a ser identificado, e desempenhou papel central na 

elucidação das propriedades físicas e funções do sistema tubulina/microtúbulos. Apesar de 

sua importância histórica e de apresentar significativa propriedade citostática, a colchicina e 

a podofilotoxina não estão incluídas entre os fármacos comercialmente disponíveis em 

razão da sua elevada neurotoxicidade65-68. Até o momento, portanto, apenas os alcalóides 

da vinca, os taxanos e as epotilonas foram extensivamente utilizados para a quimioterapia 

do câncer, apesar dos esforços intensivos direcionados à identificação de novos agentes 

antitubulina.  

Nos últimos anos, entretanto, a identificação das combretastatinasf como ligantes do 

sítio da colchicina, particularmente da combretastatina A-4 (Figura 1.9), potente agente 

antimitótico cujo pró-fármaco de fosfato (fosbretabulina) encontra-se atualmente em fase 

clínica de desenvolvimento para o tratamento do câncer da tireóide, provocou um ampliação 

do interesse no estudo dos ligantes do sítio da colchicina. A combretastatina A-4, além de 

potente inibidor da polimerização da tubulina e do crescimento celular, também possui 

atividade antiangiogênica em baixas concentrações69-71. Além disso, ligantes do sítio da 

                                                           
e
 A colchicina é um alcalóide originalmente extraído de plantas do gênero Colchium e Gloriosa. É 
utilizada para o tratamento de gota, possivelmente em função da inibição da motilidade dos 
granulócitos

56, 60-62
. A podofilotoxina é um composto não-alcalóide extraído de plantas do gênero 

Podophyllum. É utilizada como gel tópico para tratamento do condiloma acuminado (verrugas 
genitais)

56, 63
. 

f
  As combretastatinas são compostos fenólicos, contendo um núcleo (Z)-estilbeno, presentes em nas 
cascas de Combretum caffrum. A combretastatina A-4 é o mais potente dos derivados naturais

69
. 
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colchicina, como as combretastatinas, são, em geral, estruturalmente bem mais simples que 

os taxanos, as epotilonas e os alcalóides da vinca, e podem, ainda, não estar associados ao 

mecanismo de resistência por efluxo provocado pela glicoproteína-P, frequentemente 

envolvida na resistência das células de câncer aos agentes antitubulina66, 67, 70, 72-74. Devido a 

essas propriedades químicas e biológicas, o estudo de ligantes do sítio da colchicina tem 

sido muito incentivado nos últimos anos, e um grande número de moléculas pequenas 

sintéticas ligantes desse sítio tem sido identificado. Dentre eles, o núcleo indol foi descrito 

em vários estudos como esqueleto central de um grande número de inibidores da 

polimerização da tubulina estruturalmente diversos, alguns deles potentes inibidores da 

proliferação de tumores resistentes ao taxol (Figura 1.10)75, 76. O planejamento baseado na 

informação estrutural desses ligantes é uma estratégia interessante e será abordada nessa 

tese.   

 

 
 

Figura 1.8 - Sítios distintos de interação para inibidores da polimerização de microtúbulos. Análogo 
de colchicina, na interface αβ (rosa) e vimblastina, na interface entre dois 
heterodímeros (verde). Código PDB: 1Z2B

59
.  

 
 
 

 
 
Figura 1.9 - Ligantes do sítio da colchicina, que são inibidores da polimerização dos microtúbulos. 
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Figura 1.10 - Compostos contendo o núcleo indol que apresentam atividade inibitória da 

polimerização da tubulina. 
 

 

1.3 PLANEJAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS 
 

 

A identificação de moléculas bioativas, que possam ser estruturalmente modificadas 

para a adequação de suas propriedades farmacodinâmicas, farmacocinéticas, físico-

químicas e de toxicidade, às características necessárias para que tenham elevado potencial 

terapêutico, é um dos maiores desafios nos projetos de planejamento de novos candidatos a 

fármacos. Embora “tentativa e erro” sejam inerentes a esse processo, os métodos de 

planejamento racional têm sido cada vez mais utilizados para a identificação de moléculas 

bioativas e sua posterior otimização77, 78. 

As estratégias modernas de planejamento de novos compostos bioativos estão 

fundamentadas no conhecimento prévio dos mecanismos bioquímicos envolvidos no 

processo fisiológico ou patológico que deve ser alterado, para o tratamento de alguma 

doença ou disfunção humana, e na definição do adequado mecanismo de intervenção 

terapêutica, ou eleição do alvo terapêutico, para que essa modificação possa ser 

processada. A definição do alvo para intervenção terapêutica é uma etapa-chave no 

processo de planejamento de novos compostos bioativos79. Um esquema típico da evolução 

desse processo de planejamento está mostrado na Figura 1.11.  

 

 
 
Figura 1.11 - Esquema de evolução típica da fase pré-clínica no processo de descoberta de novos 

fármacos
80,81

. 
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A química medicinal, com sua característica multidisciplinar, que abrange várias 

especialidades em caráter complementar, desempenha função central nesse processo de 

descoberta e desenvolvimento de novos fármacos. Conforme a definição da União 

Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês, International Union of Pure and 

Applied Chemistry), a química medicinal está relacionada com a identificação, o 

planejamento e a preparação de compostos biologicamente ativos, a interpretação do seu 

modo de interação em nível molecular e a construção das relações entre a estrutura e a 

atividade, além do estudo do metabolismo79, 82.  

A partir da seleção do alvo de intervenção terapêutica, as estratégias mais 

adequadas para o planejamento de compostos capazes de reconhecer esse alvo poderão 

ser definidas.  Além disso, essas e outras estratégias poderão também ser utilizadas em 

etapas posteriores para a otimização das propriedades farmacodinâmicas, farmacocinéticas 

físico-químicas e de toxicidade, como mostrado na Figura 1.12. Em qualquer caso, a 

seleção das estratégias de planejamento a serem adotadas depende do gerenciamento do 

conhecimento disponível sobre a estrutura do alvo terapêutico selecionado, sobre os 

moduladores conhecidos e sobre os mecanismos bioquímicos envolvidos na atividade do 

alvo77. Algumas dessas estratégias serão discutidas nessa tese de doutorado. 

 

 

Figura 1.12 - Etapas características de identificação, seleção e otimização dos compostos durante o 
processo de planejamento de candidatos a novos fármacos. Nos estágios iniciais, as 
pesquisas se concentram na identificação e seleção de alvos moleculares com 
elevado potencial terapêutico e na pesquisa por moléculas pequenas capazes de 
modular o alvo validado. As moléculas bioativas podem ser provenientes de fontes 
diversas, como produtos naturais, síntese química e coleções combinatórias. Também 
podem ser selecionadas a partir de procedimentos de triagem virtual e devem ter suas 
propriedades biológicas determinadas experimentalmente. Em geral, apresentam 
baixa afinidade. Moléculas que apresentem propriedades desejáveis, como potência e 
seletividade, são selecionadas como compostos-líderes. Coleções dirigidas de 
compostos podem, então, ser geradas. Na fase seguinte, os compostos selecionados 
são otimizados em relação às suas propriedades farmacodinâmicas, farmacocinéticas, 
físico-químicas e de toxicidade. São realizados vários testes in vitro e in vivo para a 
avaliação do potencial terapêutico e segurança dos compostos eleitos, para que 
sejam introduzidos em fases clínicas para testes em humanos. Os compostos que 
apresentam propriedades múltiplas otimizadas são selecionados como candidatos a 
fármacos

83
. 
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Os métodos de quimio- e bioinformática podem ser integrados ao planejamento de 

novos candidatos a fármacos, e encontram aplicação em vários estágios desse processo, 

incluindo desde a identificação, a seleção e a otimização de moléculas bioativas, até 

proposição de novas entidades químicas (NCE, do inglês, new chemical entities), com 

elevado potencial terapêutico (Figuras 1.11 e 1.12)81,83-88. Os métodos computacionais de 

química medicinal auxiliam a exploração do imenso espaço químico de compostos de forma 

a correlacionar o espaço biológico em estudo com a apropriada diversidade química. 

 

 

1.3.1 Estratégias para o planejamento de novos compostos com atividade anticâncer 

 

 

O funcionamento dos processos bioquímicos e dos mecanismos relacionados à 

proliferação celular é dependente de complexas interações intermoleculares não-covalentes 

entre diferentes proteínas e entre proteínas e micromoléculas reguladoras. O entendimento 

das propriedades estruturais que determinam a modulação de alvos moleculares, como os 

microtúbulos, envolvidos em etapas bioquímicas relevantes, como as que determinam a 

formação do fuso mitótico, permite o planejamento de compostos capazes de alterar a 

proliferação celular. Os efeitos antiproliferativos provocados por estabilizadores ou inibidores 

dos microtúbulos são, em regra, resultantes das múltiplas interações desses compostos com 

as diferentes cavidades de ligação nos heterodímeros de αβ-tubulina. Compostos 

apresentando atividade anticâncer, capazes de modular o sistema tubulina-microtúbulos, 

podem ser planejados a partir do gerenciamento da informação sobre as interações ligante-

receptor determinantes para o processo de reconhecimento molecular, e do conhecimento 

do mecanismo bioquímico de promoção e inibição da polimerização22, 89-91.  

No planejamento de compostos com atividade anticâncer é possível explorar a 

informação estrutural das diversas cavidades de interação da tubulina, através do 

planejamento baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglês, structure-based drug 

design), destacando-se os métodos de triagem virtual (VS, do inglês, virtual screening), 

docagem molecular e construção de modelos farmacofóricos utilizando a estrutura do 

receptor. A diversidade química de esqueletos estruturais bioativos capazes de interagir nas 

diferentes cavidades, e as suas características multifuncionais, também podem ser 

exploradas através do planejamento baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglês, 

ligand-based drug design), com ênfase para os métodos baseados em subfragmentos 

estruturais, similaridade química, simplificação molecular, bioisosterismo e proposição de 

requerimentos farmacofóricos baseados na estrutura dos ligantes. Os estudos das relações 

quantitativas entre a estrutura e atividade (QSAR, do inglês, quantitative structure-activity 

relationships) também podem ser utilizados para dirigir a síntese de novas moléculas 
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durante o processo cíclico de modificação molecular dos compostos com diversidade 

química selecionada. Nesse campo de desenvolvimento, são várias as oportunidades de 

sinergias entre essas ferramentas de planejamento83-86, 92, 93. Algumas dessas estratégias 

serão exploradas nessa tese de doutorado.  

A integração desses métodos ao trabalho químico e biológico experimental é um 

requerimento essencial para a identificação e otimização de novas moléculas bioativas. Por 

essa razão, alguns métodos bioquímicos para a avaliação de compostos com atividade 

antimitótica também serão descritos nessa tese. 

 

 

1.3.2 Métodos computacionais para o planejamento de compostos bioativos 

 

 

Se a estrutura tridimensional do receptor-alvo é conhecida, a modelagem molecular 

encontra vasta aplicação. Os programas de docagem/triagem virtual são úteis na proposição 

de interações intermoleculares importantes para o processo de reconhecimento molecular. 

Existem diversos programas de docagem molecular que empregam algoritmos diferentes, 

com capacidade de processamento variável77, 94-97. A identificação dos requerimentos 

farmacofóricos é parte de outra estratégia útil na busca por novos ligantes bioativos77, 97. Os 

requerimentos farmacofóricos tipicamente incluem características moleculares definidas, 

como por exemplo, grupos aceptores e doadores de ligação de hidrogênio, regiões 

hidrofóbicas, cátions e ânions, que podem ser identificadas através do estudo de uma série 

de ligantes bioativos e da complementaridade multifuncional destes ligantes com o alvo 

molecular. A pesquisa virtual por moléculas comercialmente disponíveis, apresentando os 

requerimentos farmacofóricos identificados, é uma estratégia que tem sido utilizada em 

conjunto com os programas de triagem virtual, e tem demonstrado um impacto positivo nos 

resultados dos processos de docagem, levando a um aumento da porcentagem de 

substâncias bioativas encontradas em grandes bases de dados98, 99. 

Por outro lado, os métodos de QSAR buscam identificar e quantificar as relações 

predominantes no campo da modelagem, representadas pelas propriedades da estrutura 

química e atividade biológica correspondente. Os modelos de QSAR podem ser utilizados 

para orientar a síntese de novas moléculas e para a proposição de modificações 

moleculares visando a obtenção de moléculas com maior afinidade, ou mais potentes e 

seletivas. Métodos de QSAR bi- e tridimensionais (2D e 3D) têm sido utilizados para esses 

propósitos77, 78, 100.  A capacidade de criar modelos de QSAR robustos é importante para a 

análise das relações quantitativas entre a estrutura e atividade. Além disso, podem-se 

identificar sinergias entre as técnicas de QSAR e outras tecnologias empregadas no 

planejamento molecular (e.g., triagem virtual, planejamento baseado em estruturas)77, 95, 100. 
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Esses métodos serão discutidos com maior profundidade no capítulo 3 dessa tese de 

doutorado.  
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Capítulo 2 

 
 

Objetivos 

 

"Mas quem é que sabe como? Viver... o senhor já sabe: viver é etcétera..."  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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Os objetivos fundamentais desta tese de doutorado são: 

 

 

- A partir da integração das estratégias de planejamento baseadas na estrutura do receptor 

e do ligante, identificar padrões de reconhecimento molecular em agentes antitubulina, 

gerando informação para o planejamento de compostos com atividade anticâncer. 

 

- Identificar e propor interações intermoleculares importantes para o processo de 

reconhecimento molecular dos compostos selecionados pelo alvo biológico. 

 

- Avaliar bioquimicamente os compostos selecionados. 

 

 

Os objetivos específicos incluem: 
 

 

2.1 PARA ESTABILIZADORES DA POLIMERIZAÇÃO DE MICROTÚBULOS 
 

 

2.1.1 Desenvolver modelos preditivos de QSAR 2D, empregando o método holograma 

QSAR, para um conjunto padrão de derivados sintéticos do discodermolídeo com atividade 

antiproliferativa. 

2.1.2 Propor modelos de interação para o discodermolídeo e seus análogos com a cavidade 

de ligação do taxol utilizando o modelo gerado baseado em fragmentos. 

2.1.3 Desenvolver modelos de QSAR 3D, empregando o método CoMFA, utilizando duas 

estratégias distintas para o alinhamento estrutural do conjunto padrão de dados de análogos 

sintéticos do discodermolídeo. 

2.1.4 Identificar padrões de reconhecimento molecular a partir das conformações de ligação 

e de modelos de conformação bioativa para os ligantes da cavidade de interação do taxol. 

2.1.5 Propor modelos de requerimentos farmacofóricos utilizando a informação dos ligantes 

e a cavidade de interação do taxol na estrutura da β-tubulina. 

2.1.6 Refinar os modelos farmacofóricos propostos para sua utilização como um filtro 

molecular em um procedimento de triagem virtual para a identificação de estabilizadores de 

microtúbulos. 

2.1.7 Utilizar os modelos de QSAR construídos e de requerimentos farmacofóricos 

propostos para selecionar intermediários simplificados da síntese da dictiostatina. 

2.1.8 Avaliar experimentalmente os intermediários sintéticos selecionados. 

2.1.9 Avaliar experimentalmente um conjunto de diterpenos clerodanos como análogos 

simplificados do taxol. 
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2.2 PARA INIBIDORES DA POLIMERIZAÇÃO DOS MICROTÚBULOS 
 

 

2.2.1 Organizar conjuntos padrão de dados de inibidores diversos da polimerização da 

tubulina com atividade antiproliferativa. 

2.2.2 Construir modelos robustos de QSAR 2D, empregando o método HQSAR, para um 

conjunto de derivados indólicos citotóxicos estruturalmente diversos. 

2.2.3 Estudar os domínios de predição dos modelos de HQSAR construídos para sua 

aplicação em procedimentos de triagem virtual baseados em fragmentos moleculares. 

2.2.4 Integrar os estudos baseados na estrutura dos ligantes com estudos baseados na 

estrutura do sítio de interação da colchicina para a seleção de compostos derivados de 

indóis e indolinas. 

2.2.5 Selecionar esqueletos químicos sinteticamente viáveis para a proposição de inibidores 

da polimerização da tubulina com atividade antiproliferativa. 

2.2.6 Construir modelos preditivos de QSAR 3D, utilizando os métodos CoMFA e CoMSIA, 

para cada os conjuntos de dados individuais de compostos indólicos estruturalmente 

distintos. 

2.2.7 Avaliar experimentalmente os compostos selecionados e planejados. 

2.2.8 Propor modificações moleculares para a otimização dos compostos ensaiados. 

2.2.9 Avaliar experimentalmente os análogos propostos. 
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Capítulo 3 

 

 

Métodos Computacionais & 

Estratégias de Planejamento 

  

"Viver é negócio muito perigoso."  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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Nas últimas décadas, a integração de áreas estratégicas, como a química e a 

biologia, e o notável avanço de tecnologias modernas, como a química combinatória, a 

genômica e os ensaios biológicos automatizados em larga escala (HTS, do inglês, high-

throughput screening), contribuíram para uma transformação significativa no complexo 

processo de pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos. Nesse novo paradigma, 

moléculas são planejadas para modulação específica de alvos biológicos relacionados a 

doenças humanas. Para tal, são investigados os determinantes estruturais do processo de 

reconhecimento molecular (ligante-receptor), e as propriedades biológicas resultantes: 

afinidade, potência e seletividade. Nesse contexto, os métodos de cristalografia de raios-X e 

de ressonância magnética nuclear (RMN), aliados às estratégias de planejamento SBDD e 

LBDD são importantes para o estabelecimento das bases racionais do planejamento de 

moléculas bioativas77, 78, 100.  

Recentemente, os progressos tecnológicos nas áreas da computação, juntamente 

com os avanços dos métodos científicos já citados, têm permitido a rápida integração de 

componentes fundamentais para pesquisa e desenvolvimento de novas substâncias 

bioativas. Os métodos computacionais são, atualmente, ferramentas amplamente utilizadas 

nos projetos de descoberta e desenvolvimento de novos candidatos a fármacos, podendo 

ser empregados nas etapas de identificação e de modificação estrutural de moléculas com 

atividade biológica (Figuras 1.10 e 1.11)77, 78, 88, 100,101. Dentre as diversas ferramentas da 

química medicinal, aquelas abordadas nessa tese de doutorado estão abaixo descritas. 

  

 

3.1 PLANEJAMENTO BASEADO NA ESTRUTURA DO RECEPTOR 
 

 

 A utilização da informação 3D sobre as estruturas das proteínas (ou alvos 

macromoleculares de outras classes, como o DNA e o RNA) no planejamento de moléculas 

bioativas constitui uma estratégia bem estabelecida e bastante utilizada denominada SBDD. 

Essa informação geralmente é obtida a partir da análise de estruturas obtidas por 

cristalografia de raios-X (ou eletrônica), RMN ou até mesmo através de modelagem por 

homologia, que são depositadas em bases de dados públicas, onde podem ser acessadas 

livremente, dentre as quais a principal é o PDB (do inglês, Protein Data Bank)77, 94-97, 102-105.  

Uma vez que a topologia e a natureza química da cavidade de interação de uma proteína-

alvo específica sejam conhecidas, e as possíveis interações intermoleculares entre ligantes 

e essa cavidade sejam identificadas, esse conjunto de informações pode ser empregado 

para a identificação de novos ligantes dessa interface de interação e para a otimização de 

esqueletos estruturais previamente identificados, reduzindo, portanto, o número de 

compostos que necessitam ser avaliados experimentalmente. Para isso, as estratégias de 
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SBDD requerem um substancial entendimento dos aspectos espaciais e energéticos que 

afetam as afinidades dos complexos proteína-ligante77, 106, 107. Um esquema de integração de 

métodos experimentais e computacionais no SBDD está mostrado na Figura 3.1.  

 

 
 
Figura 3.1 - Organograma do processo iterativo de SBDD. As características químicas do sítio de 

ligação do alvo biológico, conhecidas a partir de estruturas de cristalografia de raios-X 
ou por RMN, devem ser cuidadosamente examinadas. Modelos por homologia também 
podem ser construídos. A integração dos métodos in silico (triagens virtuais, geração de 
farmacóforos, docagens, estudos de QSAR 3D) com métodos experimentais (síntese, 
ensaios biológicos, cristalografia) aumenta as chances de identificação de um candidato 
a fármaco que possa prosseguir em fases clínicas de desenvolvimento

77
. 

 

As moléculas bioativas podem ser identificadas a partir de estudos de docagem 

molecular/triagem virtual nas cavidades de interação estudadas ou através do uso de 

modelos farmacofóricos construídos a partir da estrutura do receptor. Grandes quimiotecas 

ou coleções dirigidas de compostos podem ser virtualmente avaliadas utilizando esses 

métodos. Além disso, os compostos podem ter sua estrutura molecular planejada nessas 

cavidades utilizando a informação a respeito das interações intermoleculares 

complementares com os resíduos da proteína77, 95, 97, 102, 106, 108, 109. Como evidenciado nas 

Figuras 1.11 e 3.1, a integração dos métodos computacionais com os métodos 

experimentais é um requisito para o processo iterativo de SBDD.  
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Os compostos bioativos identificados precisam ser otimizados em relação às suas 

propriedades. Variações estruturais dentro da diversidade química selecionada são 

utilizadas para adequar o perfil das moléculas às características necessárias à sua 

aplicação terapêutica. Nesse contexto, coleções dirigidas de compostos podem ser 

planejadas. Os estudos de docagem molecular e de QSAR 3D baseados na estrutura do 

receptor podem ser utilizados durante essa etapa, para guiar a seleção e síntese de 

moléculas com propriedades adequadas77, 78, 95. 

 

 

3.1.1 Docagem molecular 

 

 

 Calcular interações intermoleculares entre uma macromolécula e seus ligantes é 

uma tarefa complexa. O método de docagem molecular consiste na predição do 

posicionamento (conformação e orientação) de uma molécula pequena na cavidade de 

interação de uma macromolécula, que é seguida de uma avaliação (ou pontuação) do modo 

de ligação proposto, como ilustrado na Figura 3.2. Esse processo pode ser dividido em duas 

fases: (i) a proposição de modelos de ligação para conformações da molécula analisada (ou 

predição de conformações e orientações bioativas) e (ii) a predição da afinidade de dada 

conformação da micromolécula pela cavidade de interação a partir da avaliação das suas 

interações intermoleculares (ou complementaridade eletrostática e estérica) com o receptor-

alvo. Enquanto vários algoritmos de docagem disponíveis são razoavelmente robustos para 

predizer o modo de ligação de uma molécula biologicamente ativa, com vários exemplos de 

sucesso reportados na identificação de compostos bioativos a partir de grandes bases de 

dadosg, as funções de avaliação ainda são um fator limitante. A predição dos valores de 

afinidade para diferentes moléculas é complicada pelos cálculos dos valores de energia de 

solvatação e dos muitos graus de liberdade das moléculas envolvidas na interação. Além 

disso, as diferenças entre os valores de energia de ligação para compostos com valores de 

afinidade na ordem do baixo nanomolar e do alto micromolar são menores que 5 kcal/mol77, 

94-97, 103, 115. 

Selecionar, dentre os mais de 30 programas disponíveis – que representam 

diferentes combinações de métodos para a amostragem de conformações dos ligantes, 

algoritmos de docagem, funções de pontuação e capacidade de processamento – o mais 

                                                           
g
 Não há necessariamente uma correlação entre o sucesso de um procedimento de triagem virtual e a 
capacidade do programa utilizado em acertar o correto posicionamento do ligante.  A docagem 
molecular, entretanto pode ajudar a distinguir entre possíveis ligantes e candidatos que 
provavelmente não são ligantes, resultando num efetivo aumento da porcentagem de compostos 
com afinidade que são mais bem pontuados que os não-ligantes. Esse enriquecimento em relação 
aos testes feitos aleatoriamente tem sido verificado em vários estudos na literatura

88, 94, 96, 110-114
. 
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apropriado para obtenção de resultados confiáveis para um dado alvo e um conjunto de 

ligantes com características específicas não é uma tarefa simples. Vale lembrar que um 

número limitado desses programas é, na realidade, amplamente utilizado77, 108, 116-118. 

 

 
 

Figura 3.2 - Esquema ilustrativo do processo de docagem molecular. 

 

 

 

3.1.1.1 Métodos de amostragem conformacional 

 

 

 O tratamento da flexibilidade dos ligantes pode ser dividido em 3 categorias básicas 

de métodos: (i) sistemáticos (de construção incremental, busca conformacional e de bases 

de dados), (ii) aleatórios ou estocásticos (Monte Carlo, algoritmos genéticos e busca tabu) e  

(iii) de simulação (dinâmica molecular ou minimização de energia).  

Programas que utilizam a construção incremental dividem o ligante em um conjunto 

de fragmentos, que são posicionados na cavidade, sendo o restante da estrutura molecular 

do ligante construído, com minimizações de energia após cada adição. O programa FlexX 

utiliza esse método118. Bibliotecas de conformações geradas previamente também podem 

ser utilizadas, resultando num processo de docagem de corpo rígido de conformações pré-

geradas. O programa DOCK utiliza um algoritmo similar ao descrito96, 108. 

Os métodos estocásticos de amostragem conformacional exploram o espaço 

conformacional do ligante por inteiro. Os algoritmos genéticos, que compreendem 

abordagens inspiradas em biologia evolutiva, como hereditariedade, mutação, seleção e 

recombinação, são bastante utilizados. As poses dos ligantes são representadas como 

cromossomos contendo informações (genes) como ângulos torsionais, rotação e translação 

do ligante no espaço. Essas poses evoluem por transmissão de sua informação alterada por 

operadores como mutação e recombinação. Conformações de baixa energia são então 
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selecionadas para compor a próxima geração. O programa GOLD e algumas versões do 

programa DOCK utilizam esse método117. 

 O tratamento da flexibilidade da proteína é mais complicado, embora alguns métodos 

para considerar flexibilidade de resíduos específicos já tenham sido desenvolvidos, incluindo 

os métodos de dinâmica molecular e o uso das bibliotecas de rotâmeros, presente no 

programa GOLD77, 94, 96, 116.  

 

 

3.1.1.2 Funções de pontuação 

 

 

 As funções de pontuação são predições da energia livre de ligação dos compostos 

ao alvo molecular ou simples avaliações da qualidade do ajuste. Uma vez que as técnicas 

de simulação da energia livre são bastante demoradas para a análise frequentemente 

necessária de um grande número de complexos proteína-ligantes, as funções de pontuação 

assumem várias simplificações para a avaliação dos modos de ligação. Três tipos de 

funções de pontuação são frequentemente aplicados: (i) baseados em campos de força, (ii) 

métodos empíricos e (iii) métodos baseados no conhecimento. 

 A maioria dos métodos de pontuação baseados em campos de força, que utilizam 

mecânica molecular, quantifica a soma das energias de interação receptor-ligante e da 

energia interna do ligante, considera uma conformação única da proteína e não inclui termos 

de solvatação. As interações entre ligantes e proteínas são descritas por termos 

eletrostáticos, de acordo com a formulação de Coulomb, e de van der Waals, dado pelo 

potencial de Lennard-Jones. A forma funcional da energia interna do ligante considera 

contribuições semelhantes. Algumas funções incluem termos para ligações de hidrogênio. A 

função GoldScore, do programa GOLD, é uma delas. O programa DOCK também utiliza 

uma função de pontuação baseada em mecânica molecular94, 96, 108, 117. 

 As funções de pontuação empíricas são ajustadas para reproduzir dados 

experimentais, incluindo energias de ligação e conformações derivadas de cristalografia de 

raios-X, a partir de uma soma de várias funções parametrizadas individuais não-

correlacionadas, obtidas por regressão dos dados disponíveis. Como essas funções são 

mais simples, embora possam incluir termos da mecânica molecular, as contribuições não-

entálpicas, como as penalidades por perda de entropia rotacional do ligante, também podem 

ser adicionadas. A função ChemScore do programa Gold, é uma delas. Os programas FlexX 

e Surflex também utilizam funções de pontuação empíricas94, 96, 117-119. 
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3.1.2 Triagem virtual baseada na estrutura do receptor 

 

 

A docagem molecular pode ser aplicada para diferentes propósitos no processo de 

desenvolvimento de novos compostos bioativos. Uma estratégia bastante difundida que 

emprega os métodos de docagem molecular como uma de suas etapas determinantes é a 

triagem virtual baseada na estrutura do receptor (SBVS, do inglês structure-based virtual 

screening), esquematizada na Figura 3.3. Nessa aplicação, as pontuações para milhares ou 

milhões de compostos pertencentes a extensas bases de dados de moléculas, obtidas das 

avaliações de seus posicionamentos na cavidade de interação de um alvo específico, são 

utilizadas para classificar esses compostos, orientando, portanto, a seleção de moléculas a 

serem adquiridas comercialmente ou sintetizadas e avaliadas experimentalmente77, 88, 94, 95, 97, 

101, 103, 106, 107, 116, 120-124. 

 

 
 
Figura 3.3 - Etapas de um processo típico de SBVS

77, 106
. 

 

 A triagem virtual se desenvolve tipicamente em múltiplas etapas computacionais, 

incluindo o preparo da estrutura do alvo, a seleção da base de dados de compostos 

químicos, a docagem, a pontuação, as análises pós-docagem, a classificação, a inspeção 

visual e a seleção de compostos para testes biológicos (Figura 3.3). O processo de seleção 
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e preparação da estrutura do receptor envolve a identificação das estruturas 3D disponíveis 

em mais alta resolução, a atribuição das cargas parciais, a adição dos átomos de hidrogênio 

(quando pertinente), a verificação dos estados de protonação e tautoméricos e a avaliação 

da flexibilidade. Independentemente da origem da base de dados de moléculas pequenas 

utilizada, filtros moleculares podem ser utilizados para reduzir o número de compostos a 

serem virtualmente ensaiados. Variações da regra de Lipinskih ou de propriedades 

moleculares orientadas por grupos de ligantes conhecidos podem ser utilizadas para 

planejar bases de dados mais apropriadas para a triagem virtual. Os métodos de docagem 

molecular e as funções de pontuação são então utilizados para avaliar a complementaridade 

dos modelos de ligação entre as micromoléculas e a cavidade de interação do receptor 

selecionado, classificando os compostos em uma lista de prioridades. As análises pós-

docagem são importantes para reduzir o número de compostos falso-positivos que serão 

experimentalmente avaliados. O emprego da estratégia de pontuação por consenso, que 

utiliza uma combinação de várias funções de pontuação, ou de métodos que incluam 

parâmetros mais complexos como flexibilidade e moléculas de água, por exemplo, estão 

dentre as estratégias pós-docagem mais utilizadas. A inspeção visual dos posicionamentos 

bem classificados, incluindo a análise da complementaridade dos compostos com a 

cavidade de interação, e a verificação do estabelecimento de interações intermoleculares 

conhecidamente essenciais, são úteis para balancear as deficiências associadas com os 

métodos de docagem e as funções de pontuação77, 88, 94-97, 101-103, 106-109, 116, 120-124, 126. 

 

 

3.1.3 Requerimentos farmacofóricos definidos a partir da estrutura do receptor 

 

 

Os requerimentos farmacofóricos podem ser definidos como o conjunto de 

características essenciais para o processo de reconhecimento molecular de ligantes por um 

alvo biológico específico e consequente atividade biológica. Tipicamente, incluem 

representações das principais forças intermoleculares de interação não-covalentes, como 

por exemplo, ligações de hidrogênio, eletrostáticas e de van der Waals, além de 

características como regiões hidrofóbicas, volumes de exclusão e grupos substituintes 

particulares. Os requerimentos farmacofóricos podem ser identificados através do estudo 

das características comuns presentes em uma série de ligantes bioativos (e ausentes em 

compostos que não apresentam atividade), portanto, uma estratégia de LBDD, ou da 

complementaridade multifuncional destes ligantes com o alvo macromolecular77, 95, 99, 127, 128. 

                                                           
h
 De acordo com a regra dos 5, formulada por Lipinski e colaboradores, baixa absorção ou 
permeação é mais provável quando compostos administrados por via oral possuem mais do que 5 
doadores de ligações de hidrogênio, 10 aceptores de ligações de hidrogênio, peso molecular maior 
que 500 e logaritmo do coeficiente de partição água-etanol calculado maior que 5

125
. 
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A identificação de requerimentos farmacofóricos representa uma estratégia útil no 

entendimento das interações intermoleculares essenciais para a ligação de pequenas 

moléculas ao seu receptor e, portanto, para a identificação e otimização de novos ligantes 

bioativos. Uma vantagem importante dessa estratégia está na capacidade de distinguir 

esqueletos estruturais diversos que apresentam funções químicas comuns, ou grupos 

capazes de estabelecer interações intermoleculares similares77. Os modelos farmacofóricos 

são ferramentas bastante versáteis, podendo ser utilizados como filtros molecularesi, para 

avaliar posições de docagem nos procedimentos de triagem virtual, para guiar a síntese de 

compostos com potência e afinidade otimizadas e também para o alinhamento estrutural de 

moléculas para estudos de QSAR 3D111, 113, 120, 128-132.  

O ambiente químico da cavidade de interação de um alvo molecular pode ser 

utilizado para definir regiões importantes para o estabelecimento de interações com ligantes, 

e para gerar, dessa maneira, modelos farmacofóricos baseados na cavidade de interação. 

Essas regiões podem ser identificadas através da análise visual das características 

estruturais da cavidade, ou com o auxílio de programas como Flex-Pharm, um módulo do 

programa de docagem molecular FlexX, ou mesmo através do mapeamento do sítio por 

sondas químicas, como no programa GRID, para a identificação de regiões preferenciais de 

ligação (do inglês, hot spots)133, 134. Um exemplo de geração de um modelo farmacofórico 

por mapeamento da cavidade de interação está ilustrado na Figura 3.4. 

 

 
 

Figura 3.4 - Etapas da construção um modelo farmacofórico, mostrando o mapeamento por sondas 
hidrofóbicas (amarelo) e hidrofílicas (azul) da cavidade de interação do receptor de 
estrógeno. Regiões importantes de ligação são traduzidas na proposição do modelo 
farmacofórico final

77, 135
. 

 

 

 

 

                                                           
i
 A aplicação de restrições, construídas a partir da estrutura do receptor, às estratégias de triagem 

virtual tem demonstrado vantagens significativas para a identificação de compostos bioativos
77, 97, 

111, 128
. 
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3.2 PLANEJAMENTO BASEADO NA ESTRUTURA DO LIGANTE 
 
 

Graças à evolução dos métodos em biologia estrutural, incluindo a cristalografia de 

raios-X, cristalografia eletrônica e RMN, um número cada vez maior de alvos moleculares 

tem suas estruturas 3D disponíveis em bancos de dados como o PDB104, 105, 136. A estrutura 

do alvo molecular pode, entretanto, não ser conhecida. Nesse caso, o planejamento de 

novos compostos bioativos pode ser conduzido a partir das características multifuncionais 

dos ligantes conhecidos ou da micromolécula endógena, substrato ou agonista, envolvida no 

processo bioquímico estudado, estratégia conhecida como LBDD79. Os métodos de LBDD 

se baseiam na análise comparativa de moléculas que possuem diferentes perfis de 

afinidade pelo alvo molecular. O LBDD também assume notável importância quando a 

diversidade química de compostos que interage com uma cavidade de interação muito 

flexível ou não delimitada (como as cavidades de interação proteína-proteína) é explorada77, 

78, 100. A identificação de um grande número de moléculas bioativas foi possível devido aos 

métodos de LBDD, que não exigem informação sobre a topologia do alvo molecular127, 137-139. 

Em muitos casos, o uso combinado dos métodos de LBDD e SBDD pode ser útil no 

processo de planejamento, gerando conhecimentos novos a partir de sinergias entre as 

estratégias complementares77, 78, 100, 131, 135, 136, 140. 

 

 

3.2.1 Estudos das relações quantitativas entre a estrutura e a atividade 

 

 

 A identificação de compostos apresentando potencial para posterior modificação 

estrutural é uma etapa importante no processo de desenvolvimento de novos compostos-

líderes. Além de afinidade e potência, simplicidade estrutural, capacidade de modificação 

estrutural por síntese química e potencial favorável para proteção intelectual devem ser 

consideradas141. Independentemente da estratégia adotada para a identificação inicial das 

moléculas bioativas, em geral, estas apresentam baixa afinidade e potência. Por essa razão, 

esses parâmetros devem ser aprimorados através de ciclos iterativos de modificação 

estrutural. Além disso, seletividade, estabilidade e propriedades farmacocinéticas devem ser 

ajustadas para que candidatos a fármacos sejam obtidos. Nesse contexto, o entendimento 

das relações estrutura-atividade é fundamental para o progresso do processo de 

modificação molecular com a finalidade de obter compostos com propriedades mais 

apropriadas77-79, 100.  

Quando as relações entre as estruturas químicas de compostos e suas 

correspondentes atividades biológicas são quantitativamente medidas, avaliadas e 

comparadas, tem-se o QSAR. Na construção de modelos de QSAR, são aplicadas análises 
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estatísticas das relações entre descritores da estrutura molecular e a atividade dos 

compostos em uma maneira orientada para identificar descritores quantitativamente 

relacionados à propriedade estudada. O processo cíclico de formulação de QSAR, predição 

das propriedades-alvo, síntese e ensaios biológicos prossegue até que moléculas 

qualificadas sejam obtidas (Figura 3.5). Quando os descritores são bidimensionais, têm-se 

os métodos de QSAR 2D. Como exemplos, têm-se os métodos baseados em descritores 

físico-químicos ou em impressões digitais moleculares, como os hologramas. Quando os 

descritores são tridimensionais, dependentes da conformação dos ligantes, tem-se o QSAR 

3D78, 86, 100, 142-145. Os métodos de QSAR 2D e 3D podem ser utilizados em conjunto, ou 

mesmo associados a estudos baseados na estrutura do receptor. A integração de métodos 

pode resultar em oportunidades úteis de incorporação de informações no desenvolvimento 

de compostos-líderes77, 78, 95, 100, 131, 135, 140. 

 Para que os estudos de QSAR possam ser realizados, os compostos estudados 

devem ser estruturalmente relacionados e precisam exercer os seus efeitos através de um 

mesmo receptor biológico, na mesma cavidade de interação. A propriedade biológica 

estudada, geralmente afinidade, potência ou seletividade, deve ter sido medida de maneira 

padronizada e validada para ser útil no desenvolvimento de modelos quantitativos de 

comparação142-144. Três métodos de QSAR recebem atenção particular nessa tese de 

doutorado. 

 

 
 
Figura 3.5 - Representação do processo de otimização de moléculas bioativas até a seleção de um 

candidato a fármaco, demonstrando a importância dos métodos de SAR e QSAR nesse 
processo

77
. 
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3.2.1.1 Holograma QSAR 

 

 

O holograma QSAR (HQSAR, do inglês, hologram QSAR) é um método de QSAR 

bidimensional, baseado em fragmentos moleculares especializados, em que as moléculas 

dos conjuntos de dados são convertidas em sequências numéricas que codificam sua 

estrutura 2D. Baseando-se no conceito central do QSAR, de que a atividade biológica é 

função da estrutura molecular, é possível estabelecer relações quantitativas entre a 

atividade de uma série de moléculas a partir das informações codificadas nos descritores 

bidimensionais78, 100, 146. 

Como ilustrado na Figura 3.6, no HQSAR, cada molécula do conjunto de dados é 

estruturalmente fragmentada e os fragmentos resultantes são distribuídos de maneira a 

formar os hologramas moleculares, impressões digitais moleculares estendidas que 

codificam todos os tipos possíveis de fragmentos (lineares, ramificados, cíclicos e 

sobrepostos). Os hologramas moleculares também mantêm uma contagem da frequência 

com que cada tipo de fragmento aparece na molécula, de maneira que fragmentos 

considerados iguais são alocados na mesma posição do hologramaj (Figura 3.6). 

Informações tridimensionais, como hibridação e quiralidade, são também codificadas nos 

hologramas moleculares78, 100, 146, 148.  

Com a representação da estrutura química das moléculas em seus hologramas 

moleculares correspondentes, o HQSAR não requer o cálculo e a seleção de parâmetros 

físico-químicos utilizados comumente como descritores em modelos de QSAR 2D, e nem 

exige informação 3D explícita (como conformações de ligação) para essas moléculas. Os 

únicos requerimentos são as estruturas 2D das moléculas do conjunto de dados e as 

correspondentes propriedades. Desta forma, os hologramas definem a dimensionalidade do 

espaço ocupado pelos descritores e os modelos de QSAR são, então, desenvolvidos 

empregando-se o método de regressões multivariadas pelos mínimos quadrados parciais 

(PLS, do inglês, partial least squares) e técnicas de validação cruzada (Figura 3.6)77, 78, 100, 

135, 140, 149-151. 

Durante o processo de modelagem de HQSAR, vários parâmetros relevantes para a 

obtenção dos hologramas, e, portanto, que afetam a qualidade dos modelos, podem ser 

definidos. Esses parâmetros são: i. comprimento do holograma; ii. tamanho dos fragmentos; 

e, iii. distinção dos fragmentos. O comprimento do holograma define o número de posições 

no holograma disponíveis para que diferentes fragmentos sejam incorporados. O tamanho 

                                                           
j
 Alguns estudos comparativos que utilizam descritores baseados em fragmentos para descrever a 

estrutura molecular demonstram que descritores que utilizam frequências de fragmentos são 
capazes de explicar melhor os sistemas moleculares que os descritores tradicionais que não 
utilizam pesos

100, 147
. 
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dos fragmentos é definido pelo número máximo (N) e mínimo (M) de átomos que é imposto 

aos fragmentos a serem gerados e os parâmetros de distinção dos fragmentos definem as 

características moleculares que distinguem um fragmento do outro. Como, em geral, o 

comprimento do holograma é menor que o número total de fragmentos diferentes gerados, 

fragmentos distintos são usualmente alocados numa mesma posição do holograma. A 

maneira como os fragmentos são distribuídos nas posições do holograma influencia 

diretamente a qualidade dos modelos. Várias combinações de distribuição de fragmentos 

nas posições do holograma molecular são testadas para impedir que haja a colisão de 

fragmentos, ou seja, que fragmentos distintos e importantes sejam agrupados numa mesma 

posição. Os parâmetros utilizados para distinguir os fragmentos são ajustáveis, e de 

fundamental importância, pois definem o tipo de informação 2D que será incluída na criação 

dos descritores. Na Tabela 3.1 estão apresentados os diferentes parâmetros de distinção 

dos fragmentos considerados no método HQSAR. Combinações desses parâmetros são 

utilizadas para escolha daquela que produz o resultado estatístico mais significativo78, 100, 140, 

148, 152. 

 

 
 
Figura 3.6 - Esquema ilustrativo do processo de geração dos hologramas moleculares e das etapas 

envolvidas na geração de um modelo de HQSAR
78, 100

. 
 

Os hologramas gerados a partir da estrutura das moléculas do conjunto de dados 

são os descritores relacionados com a propriedade-alvo através de PLS, para o 

desenvolvimento do modelo estatístico de QSAR (Figura 3.6). Utilizando esse método, 
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padrões de fragmentos subestruturais relevantes para a propriedade alvo são identificados. 

Um composto estruturalmente relacionado ainda não testado, e, portanto, não incluído no 

conjunto de dados utilizado para a modelagem, pode, então, ter a sua propriedade biológica 

predita quando avaliado pelo modelo construído78, 100, 140, 149-154.  

Além de predizer a propriedade-alvo de moléculas ainda não testadas, um modelo 

preditivo de HQSAR pode fornecer importantes indicações sobre quais fragmentos 

moleculares são importantes para a propriedade estudada. Estas informações podem 

orientar a síntese de novas moléculas com propriedades otimizadas. No método HQSAR, 

esse objetivo é atingido pela geração de mapas de contribuição individuais 2D, que utilizam 

um código de cores para indicar a magnitude da contribuição de diferentes fragmentos 

moleculares para a propriedade em estudo (Figura 3.6) 78, 100, 140, 149-152. Esse método é capaz 

de gerar modelos com capacidade de interpolação e extrapolação em diversos conjuntos de 

dados. 

 

Tabela 3.1 - Parâmetros de distinção dos fragmentos no método HQSAR. 

 

Distinção dos 

Fragmentos 
Definição Representação 

Átomo (A) 
Fragmentos são diferenciados com base nos tipos de 
átomos 

CCCCCCFN 

Ligação (B) 
Fragmentos são distinguidos com base nos tipos de 
ligação: simples, dupla, tripla e aromática 

 

Conectividade (C) 
Fragmentos são diferenciados de acordo com a 
hibridação dos átomos contidos no fragmento 

 

Hidrogênio (H) 
Fragmentos são diferenciados com base na 
presença e número de átomos de hidrogênio 

 

Quiralidade (Ch) 
Fragmentos são distinguidos de acordo com a 
presença de centros estereogênicos 

 

Doador e aceptor 
Fragmentos são diferenciados com base na 
presença de átomos aceptores ou doadores de 
ligações hidrogênio 

 

 

 

* 
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3.2.1.2 Integração dos modelos de HQSAR com outros métodos  

 

 

A regulação dos processos bioquímicos é dependente de múltiplas interações 

intermoleculares não-covalentes entre os resíduos das proteínas e os grupos funcionais que 

compõem os moduladores100, 136. As estruturas químicas dos compostos bioativos podem ser 

imaginadas como composições de fragmentos especificamente organizadas para 

estabelecer interações 3D com as cavidades dos receptores. Dessa forma, a codificação 

das estruturas moleculares em fragmentos subestruturais pode ser uma maneira simples e 

adequada para compreender as propriedades farmacodinâmicas dos ligantes bioativos100, 

136. Embora as técnicas de QSAR sejam tradicionalmente utilizadas para o desenvolvimento 

de modelos robustos capazes de predizer a atividade de compostos relacionados 

estruturalmente, os mesmos princípios também têm sido utilizados para a avaliação de 

quimiotecas de compostos estruturalmente diversos (Figura 3.7). Ainda que a caracterização 

dos limites do domínio de predição dos modelos de QSAR não seja uma tarefa simples, a 

capacidade de utilizar modelos validados para a identificação de moléculas bioativas em 

grandes bases de dados apresenta certa flexibilidade. Uma vez que os fragmentos 

estruturais mais importantes para a atividade biológica das moléculas do conjunto de dados 

sejam identificados a partir dos modelos de HQSAR, com diferentes pesos para os 

diferentes fragmentos, essas características podem ser procuradas em bases de dados 

contendo moléculas diversas, como uma pesquisa por fragmentos especializados78, 100, 146, 

155, 156.  

A afinidade de um ligante pelo receptor-alvo, e sua consequente atividade biológica, 

são o resultado de uma variedade de fatores, incluindo as interações intermoleculares 

estabelecidas entre a micro- e a macromolécula em questão. Uma vez que os fragmentos 

moleculares mais importantes para a atividade biológica, como identificados pelos modelos 

de HQSAR, carregam uma coleção de características estruturais 2D que podem ser 

quantitativamente transformadas em interações proteína-ligante de caráter 3Dk, mesmo na 

ausência de informações estruturais sobre esses complexos, os resultados dos modelos de 

HQSAR também podem ser utilizados para entender os determinantes químicos para a 

modulação do alvo biológico. Além disso, quando a informação estrutural sobre a cavidade 

do receptor-alvo é conhecida, os fragmentos selecionados podem servir como blocos de 

construção para o SBDD. As características estruturais identificadas a partir dos modelos de 

HQSAR podem ser entendidas como farmacóforos 2D. Fragmentos ou grupos funcionais 

                                                           
k
 Rigorosamente, essa afirmativa só é válida quando a propriedade biológica utilizada é a afinidade. 
Entretanto, outras propriedades biológicas podem ser, em termos gerais, aproximadas como o 
resultado das interações ligante-receptor, desde que as limitações dessa pressuposição sejam 
levadas em consideração. 
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que se comportam de maneira semelhante em relação à propriedade-alvo podem ser 

selecionados como “bioisósteros”. As moléculas selecionadas a partir de qualquer dessas 

estratégias podem ter suas propriedades preditas pelos modelos de HQSAR construídos78, 

100 (Figura 3.7). 

 

 
 
Figura 3.7 – Integração dos modelos de HQSAR com outras estratégias de química medicinal

100
. 

 

 

3.2.1.3 Análise comparativa dos campos moleculares 

 

 

A análise comparativa dos campos moleculares (CoMFA, do inglês, comparative 

molecular field analysis) é um método de QSAR 3D bastante utilizado no processo de 

otimização estrutural de compostos-líderes. A técnica baseia-se na premissa de que a 

atividade biológica está diretamente relacionada com as interações ligante-receptor, ou seja, 

as moléculas bioativas geralmente produzem seus efeitos através de interações não-

covalentes estéricas e eletrostáticas com o alvo macromolecular. Como essas interações 

apresentam caráter 3D, este método considera as moléculas em três dimensões, utilizando 

os campos moleculares de interação (MIFs, do inglês, molecular interaction fields) como 

descritores77, 131, 132, 135, 136, 157, 158. Os campos moleculares são obtidos pelo cálculo das 

energias de interação entre as moléculas e sondas virtuais, que consistem de um 

determinado átomo apresentando uma carga de prova. As diferenças na propriedade alvo 
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(variável dependente) são desta forma, descritas em função das diferenças nestes campos 

moleculares de interação157, 158. 

Diferentemente do método de HQSAR, as conformações e as cargas parciais 

atômicas das moléculas em estudo alteram de forma significativa o cálculo dos descritores 

3D, que são os campos moleculares estéricos e eletrostáticos. Dessa forma, é necessário 

que sejam geradas conformações de baixa energia e que as cargas atômicas parciais sejam 

apropriadamente calculadas para as moléculas utilizadas na modelagem. Além disso, o 

método requer que as conformações do conjunto de dados apresentem a mesma orientação 

no espaço cartesiano e, por isso, que sejam submetidas a um processo de alinhamento 

estrutural 3D77, 157, 158. Essa superposição pode ser obtida a partir do alinhamento de corpo 

rígido de uma estrutura comum presente nas conformações de baixa energia das moléculas 

de conjunto de dados, utilizando os métodos de docagem (constituindo, portanto, em uma 

estratégia de SBDD) ou ainda pode ser baseada nos requerimentos farmacofóricos 

previamente identificados77, 131, 132, 135, 136, 150. Uma grade tridimensional reticulada 

suficientemente ampla é, então, posicionada ao redor das moléculas adequadamente 

superpostas e uma distância de intersecção entre os retículos da grade é definida. Em cada 

um desses pontos de intersecção são calculadas as energias de interação estéricas e 

eletrostáticas entre a sonda virtual e os átomos suficientemente próximos desse ponto. A 

sonda virtual pode ser definida, por exemplo, como um átomo de carbono com hibridação 

sp3 (interações estéricas) positivamente carregado (interações eletrostáticas). Esse 

processo é realizado até que todos os pontos de intersecção sejam percorridos e mapeados 

pela sonda. As energias de interação calculadas em cada ponto correspondem a uma tabela 

contendo centenas de colunas de descritores (variáveis independentes), que podem ser 

correlacionados com o valor da propriedade alvo (variável dependente) utilizando métodos 

de regressão multivariada. O método de regressão PLS é apropriado para esse propósito. 

Técnicas de validação cruzada são utilizadas para investigar a robustez interna do modelo 

obtido. O modelo estatístico gerado, dessa forma, correlaciona a propriedade alvo com os 

descritores e permite que novas moléculas ainda não testadas possam ter o valor da 

propriedade em estudo predito (Figura 3.8)157, 158. 
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Figura 3.8 - Etapas envolvidas na geração de um modelo de CoMFA

157
. Moduladores do receptor de 

estrógeno são mostrados como exemplo
135

. Os mapas de contorno resultantes da 
modelagem de QSAR 3D, no interior da cavidade de interação do receptor nuclear, são 
mostrados como exemplo. 

 

Assim como no método HQSAR, o método CoMFA permite a avaliação visual das 

modificações estruturais relacionadas às variações do valor da propriedade biológica em 

estudo. No método CoMFA, visualizam-se poliedros especiais denominados mapas de 

contorno. Esses poliedros evidenciam regiões estéricas e eletrostáticas, ao redor das 

moléculas, que são posições de substituição com contribuições favoráveis ou desfavoráveis 

para a propriedade biológica em questão (Figura 3.8)77, 95, 131, 132, 135, 136, 150, 151, 157, 158. Os 

estudos de QSAR 3D CoMFA também podem ser integrados a estudos envolvendo a 

cavidade de interação do receptor-alvo, como ilustrado na Figura 3.8. 

 

 

3.2.1.4 Análise comparativa dos índices de similaridade 

 

 

No método CoMFA pressupõe-se que as diferenças na afinidade das moléculas são 

explicadas pelas suas diferentes habilidades em estabelecer interações intermoleculares, 

estéricas e eletrostáticas, com o receptor-alvo77, 157. Mudanças graduais nas propriedades de 

interações são mapeadas através da avaliação dos potenciais de energia nas imediações 

dos vértices de intersecção da grade reticulada, nas moléculas mutuamente alinhadas157. 

Esses potenciais avaliam essencialmente o componente entálpico das afinidades de ligação, 
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já que as contribuições entrópicas, relacionadas à dessolvatação das moléculas em estudo, 

ou à sua flexibilidade, não são facilmente descritas. De maneira a incluir contribuições 

entrópicas, o método CoMSIA (do inglês, comparative molecular similarity indices analysis) 

foi desenvolvido, com a implementação dos campos hidrofóbicos159. Além disso, por causa 

da importância das ligações de hidrogênio para o processo de reconhecimento molecular e 

afinidade de uma molécula pelo seu receptor-alvo, campos moleculares que avaliam esse 

componente também foram desenvolvidos e implementados no método CoMSIA160.  

Os campos moleculares calculados no método CoMFA são altamente dependentes 

do alinhamento estrutural do conjunto de dados, uma vez que os valores de energia de 

interação estérica e elestrostática apresentam uma considerável variação em regiões 

próximas à superfície de van der Waals. Como consequência, pequenas variações nas 

conformações e no alinhamento molecular dos ligantes, avaliadas como visualmente 

insignificantes, podem resultar em grandes variações nos descritores, implicando na 

atribuição de maior importância para os campos moleculares nessa região e na obtenção de 

mapas de contorno mais fragmentados e dificilmente interpretáveis. No método CoMSIA, 

uma função do tipo gaussiana dependente da distância, mais suave que o potencial de 

Lennard-Jones ou Coulomb, é utilizada para avaliar os componentes estéricos, 

eletrostáticos, hidrofóbicos e de ligação de hidrogênio159, 160.  Uma vez que não é necessária 

a utilização de valores arbitrários para limites de energia de interação em regiões muito 

próximas aos ligantes alinhados, e nem o escalonamento dos diferentes campos estudados 

simultaneamente, o método CoMSIA pode ser entendido como uma avaliação indireta da 

similaridade de duas moléculas, a partir de suas interações como uma sonda comum. Os 

modelos de QSAR 3D CoMSIA para inibidores da polimerização da tubulina, apresentados 

nessa tese de doutorado, foram desenvolvidos pelo Prof. Dr. Rafael Guido. A partir dessa 

colaboração, mapas de contorno 3D de QSAR CoMFA e CoMSIA foram comparados. 

 

 

3.2.2 Identificação de requerimentos farmacofóricos 

 

 

Uma hipótese farmacofórica 3D baseada na estrutura dos ligantes deve incorporar as 

características essenciais comuns a uma série de moléculas de conhecida afinidade pelo 

receptor, juntamente com a distribuição 3D dessas características nas respectivas 

conformações de ligação. O modelo resultante pode ser utilizado para a identificação de 

compostos que apresentem esses requerimentos ou para entender as relações entre a 

estrutura e a atividade dentro de uma série congenérica de moléculas bioativas77, 99, 161. O 

programa GALAHAD pode ser utilizado para a construção de hipóteses farmacofóricas, 

através da identificação do número máximo de possíveis grupos farmacofóricos comuns 
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para conformações de baixa energia dos moduladores em análise127, 131, 132, 161, 162. 

Alternativamente, o programa UNITY pode ser utilizado para selecionar as características de 

interesse, refinar os modelos e integrar informações baseadas na estrutura do receptor, 

como mostrado na Figura 3.9. O programa UNITY pode também ser utilizado também para 

a pesquisa por ligantes virtuais contendo as características farmacofóricas selecionadas. 

Um número mínimo de características, dentre as selecionadas, pode ser utilizado para 

diminuir as restrições, de acordo com o modelo estudado. Além disso, os modelos 

farmacofóricos construídos utilizando o programa UNITY podem ser utilizados para o 

alinhamento estrutural de conjuntos de moduladores para os estudos de CoMFA131, 132, 163. 

 

 
 
Figura 3.9 - Esquema da cavidade de interação do receptor de hormônios tireoidianos e do modelo 

farmacofórico baseado nas estruturas de um conjunto de moduladores desse receptor, 
construído utilizando os programas Galahad e UNITY

127, 162, 163
. O modelo contém 2 

grupos aceptores de ligação de hidrogênio (verde), 2 grupos aromáticos (amarelo) e 2 
superfícies estéricas (azul)

131
. 

 

 

3.2.3 Simplificação molecular 

 

 

 A simplificação molecular de um composto-líder é outra estratégia de LBDD. No 

processo de simplificação molecular, a identificação e preservação das subunidades 

farmacofóricas é essencial para o planejamento dos novos padrões estruturais93. Na Figura 

3.10 é ilustrada a proposição de análogos simplificados do discodermolídeo, potente 

estabilizador dos microtúbulos com 13 centros estereogênicos164-167. A síntese de análogos 

simplificados é importante também para o estabelecimento de relações estrutura-atividade. 

As avaliações biológicas de fragmentos e intermediários da síntese da dictiostatina 

selecionados foram realizadas em colaboração com o Prof. Dr. Luiz Carlos Dias, que 

coordena o Laboratório de Química Orgânica Sintética – IQ/UNICAMP. Os trabalhos de 

identificação de produtos naturais da classe dos clerodanos diterpenos, como possíveis 

análogos simplificados dos promotores da polimerização da tubulina (Figuras 1.6 e 1.7), 

foram executados juntamente com o doutorando Ricardo Nascimento e a doutoranda Marília 
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Valli, orientada pela Profa. Dra. Vanderlan Bolzani, do Núcleo de Bioensaios, Biossíntese e 

Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), do Insituto de Química da UNESP.   

 

 
 
Figura 3.10 – Ligante do sítio do taxol obtido por simplificação molecular do discodermolídeo

167
. 

 

 

3.3 PLANEJAMENTO DE INIBIDORES DA INTERAÇÃO PROTEÍNA-PROTEÍNA 
 

 

Os sítios de interação proteína-proteína constituem um dos alvos mais importantes 

para o planejamento de compostos bioativos, embora planejar moduladores desses 

sistemas seja ainda muito complexo, pois, diferentemente dos receptores acoplados a 

proteínas G e das enzimas, as interfaces dos sítios de interação proteína-proteína são 

comumente extensas e mal delimitadas. Alguns estudos têm, entretanto, demonstrado que o 

tamanho da interface não é crucial, que algumas regiões preferenciais de interação podem 

ser identificadas na cavidade e que a energética da formação de complexos não 

necessariamente desqualifica moléculas de baixa massa molar. O planejamento e a 

identificação de um crescente número de inibidores de interações proteína-proteína 

reforçam que é possível trabalhar com esses sistemas complexos. Adequações às regras de 

Lipinski ao sistema estudado e a construção de coleções dirigidas de compostos são 

importantes estratégias para aumentar a eficiência do processo de planejamento, uma vez 

que inibidores da interação proteína-proteína em geral possuem massa molar 

significativamente maior, são mais hidrofóbicos e contêm maior número de grupos aceptores 

de ligações de hidrogênio, maior número de ligações aromáticas e maior superfície de área 

polar quando comparados com outros fármacos168.  
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Capítulo 4 

 

 

Métodos Bioquímicos  

 

"Mestre não é quem sempre ensina, mas quem de repente aprende."  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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4.1 ENSAIO DE POLIMERIZAÇÃO DA TUBULINA 
 

 

4.1.1 O ensaio baseado em fluorescência 

 

 

Os efeitos de compostos diversos sobre o processo de polimerização da tubulina, na 

presença de GTP, podem ser monitorados através de mudanças na intensidade de 

fluorescência do sistema devido à incorporação de um marcador de fluorescência nos 

protofilamentos, os quais se formam quando a polimerização ocorre. O fluoróforo utilizado é 

o 4’,6,diamino-2-fenilindol (DAPI, do inglês, 4',6-diamidino-2-phenylindole,  Figura 4.1) que 

interage em uma cavidade hidrofóbica formada pelos heterodímeros de αβ-tubulina quando 

polimerizados, distinta das cavidades de interação do taxol, vincristina e colchicina, 

provocando aumento da intensidade de fluorescência – embora não interferindo 

significativamente – na ocorrência de polimerização169-172. Promotores ou inibidores da 

polimerização podem ser avaliados utilizando variações pequenas nas condições do ensaio 

para realçar as características dos ligantes pesquisados (Figura 4.2). Pequenos volumes, 

mas concentrações relativamente altas (18 µM, 2 mg/mL) de tubulina (Cytoskeleton, tubulina 

purificada de cérebro bovino ou porcino, liofilizada), são necessários para o ensaio.  

 

 
 

Figura 4.1 – 4’,6,diamino-2-fenilindol, fluoróforo utilizado nos ensaios de polimerização da tubulina. 
 

Esse ensaio é uma variação do ensaio clássico de polimerização da tubulina, 

baseado no espalhamento de luz devido à formação dos polímeros de αβ-tubulina. Uma 

comparação do ensaio clássico com o ensaio baseado em fluorescência demonstrou que as 

quantidades de tubulina purificada utilizada por ensaio e os volumes de reação são menores 

para o segundo ensaio (aproximadamente a metade), embora os valores de potência para 

os padrões de inibição e promoção da polimerização (vimblastina ou colchicina e taxol, 

respectivamente) sejam similares. Por essa razão, o ensaio baseado em fluorescência foi 

selecionado169, 171, 172. 

A tubulina purificada liofilizada é previamente reconstituída para uma solução 

estoque de 10 mg/mL de proteína em tampão PIPES (do inglês, piperazine-N,N′-bis(2-

ethanesulfonic acid) 80 nM, pH 6,9, cloreto de magnésio 2 mM (MgCl2) como cofator, 

EGTA (do inglês, ethylene glycol-bis[β-aminoethylether]-N,N,N',N'-tetraacetic acid) 0,5 

mM e GTP 10 mM, e acondicionada em criotubos, onde é então congelada em 
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nitrogênio líquido para depois ser armazenada em freezer a -80º C. Para o ensaio, a 

solução estoque de tubulina é diluída 5 vezes (para 2 mg/mL) no mesmo tampão (PIPES 

pH 6,9, cloreto de magnésio e EGTA). Quantidades diferentes de glicerol podem ser 

adicionadas para aumentar a viscosidade do sistema e, em consequência, a 

polimerização. 

 

 
  
Figura 4.2 - Ensaio de polimerização da tubulina baseado em fluorescência. O fluoróforo DAPI 

emite na região do azul quando em solução. O máximo de emissão é em torno de 470 
nm. Quando interage com os dímeros de αβ-tubulina, a intensidade da emissão é 
aumentada e ligeiramente deslocada para menores valores de comprimento de onda 
(cerca de 445 nm), de maior energia (deslocamento hipercrômico e hipsocrômico). 
Para os experimentos, a leitura é feita aproximadamente em 460 nm. Na presença de 
polímeros de αβ-tubulina, a intensidade da emissão (medida em unidades relativas de 
fluorescência, URF) é máxima. DAPI possui, ainda, maior afinidade pelo polímero do 
que pelo dímero de αβ-tubulina

171, 172
. Na presença de estabilizadores de 

microtúbulos, como o Taxol em altas concentrações, a intensidade de emissão será 
maior que na ausência de ligantes. Quando inibidores da polimerização, como a 
colchicina em altas concentrações, são adicionados, não há aumento no sinal de 
emissão da fluorescência. A reação é acompanhada por um período de 60 min.  

 

  Os testes são realizados em placas de microtitulação de 96 poços e observados 

utilizando leitor de placa. As curvas de polimerização são acompanhadas pelo aumento 

da emissão de fluorescência a 410-460 nm por um período de 60 min a 37º C, utilizando 

um comprimento de excitação de 340-360 nm. A temperatura deve ser rigorosamente 

controlada, uma vez que há um decréscimo de aproximadamente 5% na formação do 

polímero a cada grau de redução da temperatura (a 4º C os microtúbulos se 

despolimerizam nas subunidades de αβ-tubulina)169-172. 

 

 

4.1.2.1 Curva de polimerização da tubulina na presença de GTP 

 

 

Para encontrar as melhores condições e parâmetros para o ensaio, as curvas de 

polimerização da tubulina, na presença de GTP, foram obtidas em várias condições de 

agitação da placa de microtitulação (linear, orbital ou orbital duplo em diferentes 
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velocidades), porcentagens de glicerol como auxiliar da polimerização, número e intervalo 

entre as medidas. 

 

 

4.1.2.2 Determinação da potência de promoção da polimerização (EC50) do taxol 

 

 

 O valor de EC50 é uma medida quantitativa da potência de um composto e pode ser 

definida como a concentração do composto necessária para atingir 50% da polimerização 

máxima obtida nas condições padrão. Para determinar o valor da potência do taxol nas 

condições padrão (em glicerol 15%), os valores de concentração de 0,25, 1, 4 e 20 µM de 

taxol em dimetilsulfóxido (DMSO) 0,2% foram primeiramente selecionados, uma vez que os 

dados da literatura, em condições de reação ligeiramente diferentes, apontavam para o valor 

de IC50 como sendo próximo de 1 µM169-173. A concentração mais alta de taxol (20 µM) foi 

considerada como 100% de polimerização. A leitura da emissão foi feita após 20 min do 

início da polimerização, durante a fase de crescimento do polímero. Os comportamentos das 

curvas de polimerização nessas concentrações foram utilizados para selecionar outras 

concentrações para a determinação do valor de EC50, que foi calculado através da 

regressão não-linear dos valores das porcentagens de polimerização para as diferentes 

concentrações de taxol. As medidas foram feitas em duplicata e os valores dos erros foram 

calculados a partir de dois experimentos independentes. 

 

 

4.1.2.3 Determinação da potência de inibição da polimerização (IC50) da colchicina 

 

 

 O valor de IC50 é uma medida da potência de um composto em inibir a polimerização 

da tubulina, e se refere à concentração necessária para reduzir em 50% a polimerização 

obtida nas condições padrão, na presença de GTP e na ausência de qualquer ligante. Para 

determinar o valor da potência da colchicina nas condições padrão, os valores de 

concentração de 2, 20 e 100 µM de colchicina em DMSO 1% foram primeiramente 

selecionados, uma vez que os dados da literatura apontam para o valor de IC50 como sendo 

próximo de 5 µM, em condições experimentais ligeiramente diferentes169, 174-176. A 

concentração mais alta (100 µM) foi considerada como 0% de polimerização. A leitura da 

emissão foi feita após 20 min (1200 s) do início da polimerização, durante a fase de 

crescimento do polímero. Os comportamentos das curvas de polimerização nessas 

concentrações foram utilizados para selecionar outras concentrações para a determinação 

do valor de IC50, que foi calculado através da regressão não-linear dos valores porcentagens 

de polimerização para diferentes concentrações de colchicina. Todas as medidas foram 
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feitas em duplicata e os valores dos erros foram calculados a partir de dois experimentos 

independentes. 

 

 

4.1.2.4 O efeito do solvente na polimerização da tubulina 

 

 

 O efeito provocado por crescentes concentrações de DMSO nas curvas de 

polimerização também foi investigado. Sabe-se que a maioria dos ligantes da tubulina é 

pouco solúvel em água170. Ao mesmo tempo, as altas concentrações da proteína que são 

requeridas para o ensaio refletem nos altos valores de IC50 e EC50, mesmo para os ligantes 

mais potentes (na faixa de µM)169-173, 175. Por isso, o efeito do co-solvente orgânico nas 

curvas de polimerização e nos valores de potência para esses padrões foi investigado.  

 

 

4.1.2.5 Determinação do efeito de diferentes compostos sobre a polimerização da tubulina 

 

 

 Os mesmos ensaios empregados para avaliar o efeito de taxol e colchicina foram 

utilizados para avaliar o efeito de diferentes compostos sobre as curvas de polimerização da 

tubulina. Os compostos foram inicialmente avaliados em concentração única, geralmente em 

altas concentrações, em duplicata, e os valores de potência (IC50 ou EC50) foram 

determinados a partir das variações das concentrações dos compostos que apresentaram 

atividade.  

 

 

4.1.2 O ensaio clássico baseado em espalhamento de luz 

 

 

 O ensaio clássico de polimerização da tubulina foi realizado durante o período de 

doutorado-sanduíche na University of Pittsburgh, Department of Pharmaceutical Sciences, 

sob orientação do Prof. Dr. Billy W. Day e em colaboração com o Dr. Hikmat N. Daghestani. 

O fundamento do ensaio está ilustrado na Figura 4.3. Para os ensaios, foi empregada 

tubulina de cérebro bovino estocada em nitrogênio líquido, anteriormente purificada 

(concentração final 10 µM) por um protocolo padrão incluindo ciclos sucessivos de 

polimerização e despolimerização dependentes de temperatura. A proteína estoque em 

solução foi diluída em tampão viscoso MSG (do inglês, monosodium glutamate, 

concentração final 0,8 M) e pré-incubada a 30º C com os compostos a serem testados, 

dissolvidos em DMSO (concentração final 1% v/v), em placas de microtitulação de 96 poços. 

As misturas reacionais foram resfriadas a 0o C por 10 min e, em seguida, GTP 0,4 M foi 
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adicionado. A absorbância a 350 nm foi imediatamente acompanhada em um 

espectrofotômetro. As linhas de base foram estabelecidas e a temperatura foi rapidamente 

aumentada para 30º C. A reação de polimerização foi acompanhada por 60 min, período em 

que a temperatura foi rigorosamente mantida a 30º C. Os valores da turbidez após 20 min 

do início da polimerização a 30º C para DMSO 1% foram considerados como 100% de 

polimerização e para colchicina 10 µM como 0% de polimerização. Os compostos foram 

inicialmente ensaiados em concentração única de 10 e 50 µM. Para os compostos que 

apresentaram capacidade de inibir a polimerização da tubulina na concentração mais baixa 

(10 µM), os valores de IC50 foram calculados através de regressão não-linear dos valores 

porcentagens de polimerização para diferentes concentrações dos compostos. Todas as 

medidas foram feitas em duplicata e os valores dos erros foram calculados a partir de dois 

experimentos independentes177-180. 

 

 
 
Figura 4.3 - Ensaio de polimerização da tubulina baseado em espalhamento de luz. Na presença de 

GTP, os dímeros de αβ-tubulina, inicialmente em solução, formam polímeros que 
turvam a mistura reacional em extensão proporcional à formação dos polímeros. Na 
presença de estabilizadores de microtúbulos, como o Taxol em altas concentrações, o 
espalhamento de luz será maior que na ausência de ligantes. Quando inibidores da 
polimerização, como a colchicina em altas concentrações, são adicionados, não há 
aumento no sinal de absorbância a 350 nm, pois os heterodímeros de αβ-tubulina são 
solúveis. A reação é acompanhada por um período de 60 min

177, 178, 180
. 

 

 

4.2 ENSAIOS CELULARES 
 
 

4.2.1 Ensaios celulares de alto conteúdo  

 

 

Os avanços em genômica e proteômica ao longo dos últimos anos representaram um 

impacto significativo no processo de investigação da estrutura, função e modulação das 

macromoléculas. A dependência da atividade dessas macromoléculas, e das interações 

entre elas e pequenos moduladores, de seu ambiente natural físico e químico, entretanto, é 

uma questão igualmente relevante a ser considerada nos estudos de química medicinal. 
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Com a finalidade de incluir essas variáveis e de ampliar os estudos das interações dos 

ligantes com seus receptores-alvo, têm sido desenvolvidos métodos para estudar os efeitos 

provocados por diferentes compostos em células vivas, nas quais as macromoléculas se 

apresentam em condições ótimas para a execução de suas funções biológicas. Esses 

estudos, que consideram a localização intracelular, o transporte e o controle espacial e 

temporal da atividade das macromoléculas, têm revelado significativas informações 

funcionais sobre as interações ligante-receptor no ambiente celular. As técnicas de 

microscopia de fluorescência acopladas às imagens eletrônicas são particularmente 

importantes para esses estudos, uma vez que são compatíveis com as células vivas e 

permitem que medidas específicas sejam feitas com apreciável sensibilidade101, 177, 178, 181, 182. 

Nos ensaios de alto conteúdo, as proteínas ou complexos de proteínas de interesse 

presentes nas células são detectadas através do uso de marcadores de fluorescência, que 

podem ser proteínas fluorescentes (como a GFP, do inglês, green fluorescent protein) ou 

coquetéis de anticorpos marcados com agentes fluorescentes (como isotiocianato de 

fluoresceína). O núcleo pode ser visualizado através de compostos intercalantes do DNA 

que fluorescem, como o próprio DAPI ou o corante HOECHST 33342, da classe dos bis-

benzimidazóis. A partir da combinação de vários marcadores compatíveis, múltiplos 

processos bioquímicos e parâmetros morfológicos podem ser simultaneamente avaliados 

nos sistemas celulares. O termo “alto conteúdo” se refere aos processos que são 

espacialmente e temporalmente definidos no contexto da integridade funcional e estrutural 

de cada célula individual em um conjunto de células estudadas. Uma das grandes 

vantagens dos ensaios celulares de alto conteúdo é que, além de poder ser integrado com 

estudos realizados com ligantes e proteínas purificadas, esses ensaios celulares também 

podem ser utilizados como ferramentas para a identificação dos alvos moleculares e, 

portanto, do mecanismo de ação182, 183. 

Uma grande revolução na utilização dos métodos em biologia celular para estudar 

funções de constituintes celulares foi alcançada com o desenvolvimento dos ensaios 

celulares automatizados de alto conteúdo integrados com microscopia de fluorescência 

quantitativa. Os ensaios celulares automatizados de alto conteúdo (HCS, do inglês, high 

content screening) são, portanto, definidos como a automatização dos ensaios de 

investigação biológica de alto conteúdo de coleções de células. Como ilustrado na Figura 

4.4, os ensaios de HCS abrangem uma série de operações importantes que incluem 

planejamento experimental, preparação das amostras, aquisição de imagens, arquivamento 

de dados, processamento e análises dos resultados e construção de conhecimento a partir 

dos processos celulares. Tipicamente, os ensaios automatizados permitem a análise de 

mais de 106 células por experimento101, 182. 
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Figura 4.4 - Fluxograma esquemático de um experimento de HCS, desde a questão biológica até a 
geração de conhecimento sobre o funcionamento celular. O ciclo é iterativo: variações 
de diversos parâmetros como linhagem celular, concentrações dos ligantes, tempos de 
tratamento, parâmetros a serem considerados e número/frequência de pontos a serem 
analisados devem ser apreciados. Durante a análise de dados, diferentes tipos de 
informação celular a partir do mesmo conjunto de imagens podem ser considerados

182
. 

 

 

4.2.1.1 Análises de alto conteúdo para interrupção da mitose 

 

 

 Uma característica peculiar dos compostos que interagem com tubulina é o bloqueio 

do ciclo celular nas fases da mitose, provocando posterior apoptose. Dessa maneira, 

estudar efeitos celulares relacionados à interrupção da mitose, à morfologia nuclear e aos 

microtúbulos celulares, provocados por compostos que apresentam atividade de 

estabilização dos microtúbulos, ou de inibição da polimerização da tubulina, é parte 

relevante da caracterização do mecanismo de ação dos compostos estudados21, 177, 178, 181. 

 Os ensaios de alto conteúdo para avaliação dos efeitos de diferentes compostos 

sobre a mitose, das alterações nucleares e das modificações nos microtúbulos de células de 

carcinoma cervical humano (HeLa) foram realizados durante o período de doutorado-

sanduíche na The University of Pittsburgh Drug Discovery Insititute (UPDDI), sob orientação 

do diretor associado Dr. Andreas Vogt e supervisão da técnica Laura Vollmer. Os protocolos 

para as análises automatizadas eram muito bem estabelecidos e amplamente validados e 

apenas pequenos ajustes foram necessários (Figura 4.5). 

Para os experimentos, as células HeLa foram cultivadas em monocamadas na forma 

aderida em frascos apropriados para cultura celular, em meio de cultura DMEM fresco (do 

inglês, dulbecco’s modified eagle medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 

gentamicina e anfotericina B, em estufa a 37º C e 5% de CO2. Para os subcultivos 

frequentes, em condições de assepsia em capela de fluxo laminar e materiais estéreis, as 

células aderidas foram descoladas utilizando solução de tripsina 0,025% em tampão PBS 
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(do inglês, phosphate buffered saline) para formar uma suspensão contendo o número 

adequado de células para o inóculo em meio de cultura fresco (normalmente 3 milhões de 

células eram inoculadas).  

 

 
 

Figura 4.5 - Esquema das etapas de um experimento de HCS para verificar se os compostos 
apresentam atividade antimitótica. Coquetéis de anticorpos são utilizados para 
possibilitar a visualização das alterações fenotípicas das células estudadas por 
microscopia de fluorescência.  

 

Os estoques de células HeLa assim mantidos foram utilizados para o preparo da 

suspensão de células que era inoculada em microplacas de 384 poços revestidos de 

colágeno, de maneira a fornecer uma quantidade de 8.000 células por poço. Após 5 h do 

inoculo nas placas de 384 poços, as células já aderidas foram tratadas com o veículo 

(DMSO 0,1% de concentração final) ou dez gradientes de concentração dos compostos a 

serem ensaios, iniciando por concentrações tão altas quanto 50 µM. As células tratadas 

foram então incubadas por 18 h em estufa a 37º C e 5% de CO2 para o estudo da toxicidade 

aguda dos compostos ensaiados sobre as células que permaneciam nos poços após a 
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fixação com formaldeído. Após 18 h, enquanto as células restantes foram fixadas por 30 

min, foram também marcadas com o corante do núcleo Hoechst 33342, 10 µg/mL em 

tampão HBSS (do inglês, hank's balanced salt solution), para estudos dos efeitos de 

condensação e fragmentação nuclear e apoptose. As placas foram então lavadas com 

tampão HBSS para a retirada das células não aderidas e do excesso de corante (Figura 

4.5).  

Para o tratamento com os coquetéis de anticorpos para os estudos dos efeitos nos 

microtúbulos celulares e índice mitótico, as células foram permeabilizadas com o surfactante 

Triton-X-100 0,5% (p/p) por 5 min em temperatura ambiente. O excesso de surfactante foi 

também lavado com tampão HBSS. Em seguida, as células permeabilizadas foram 

incubadas por 1 h com o coquetel primário de anticorpos contendo uma solução de 

anticorpos policlonais de coelho anti-fosfo-histona H3 (1:500, PH3) e de anticorpos 

monoclonais de camundongo anti-α-tubulina, em tampão HBSS (1:1000). Após as lavagens, 

foi adicionado o coquetel secundário, contendo uma mistura de anticorpos IgG anti-

camundongo de macaco (1:500) rotulados com isotiocianato de fluoresceína (FITC, do 

inglês, fluorescein isothiocyanate) e IgG anti-coelho de macaco (1:500) marcado com 

indocarbocianina, Cy3 (do inglês, indocarbocyanine with three methine spacer), por mais 1 

h. As células foram então novamente enxaguadas com tampão HBSS. As microplacas 

resultantes desses experimentos, devidamente seladas e rotuladas, foram armazenadas a 

4º C até a análise em microscópio de fluorescência ArrayScan II (Cellomics).  

Para as análises, em cada poço, 1.000 células individuais foram fotografadas em três 

diferentes comprimentos de onda de excitação/emissão: 350/461 nm (Hoechst), 494/519 nm 

(FITC), and 556/573 nm (Cy3). Os seguintes parâmetros foram previamente selecionados e 

utilizados para as análises de dados: núcleos por campo, intensidade nuclear média, 

intensidade média de FITC e intensidade média de Cy3. Densidade de microtúbulos e 

fosforilação de histona H3 (índice mitótico) foram medidas pelos canais de FITC e Cy3, 

respectivamente. Para determinação do índice mitótico e condensação nuclear, os limites de 

intensidade para Hoechst e fosfo-histona H3 foram definidos como suas médias mais um 

desvio padrão nos poços tratados com DMSO 1%. As células foram classificadas como 

positivas se suas médias excediam os limites assim definidos. Para as ilustrações dos 

efeitos dos compostos ensaiados sobre os microtúbulos celulares e interrupção da mitose, 

as mesmas placas de 384 poços foram utilizadas para a aquisição de imagens de alta 

resolução dos poços selecionados, com o mesmo tratamento gráfico para brilho e contraste 

(Figura 4.5)21, 177, 178, 181. 
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4.2.1 Efeitos na migração celular  

 

 

 Além dos efeitos na divisão celular, compostos que interagem com o sistema 

tubulina/microtúbulos frequentemente interferem com migração celular. Vários estudos têm 

demonstrado que o taxol e os alcalóides da vinca possuem atividade inibitória da migração 

celular, até mesmo em concentrações mais baixas que as necessárias para provocar 

citotoxicidade, sendo que esse efeito não foi ainda estudado para colchicina184-186. Para 

compostos representativos que apresentaram atividade antimitótica nos ensaios celulares 

de alto conteúdo, os efeitos inibitórios sobre a migração celular de células de câncer de 

mama invasivas, da linhagem MDA-MB231, também foram estudados, e comparados com a 

colchicina. Os ensaios de wound healing e as avaliações da migração celular em câmara de 

Boyden foram desenvolvidos e executados pela doutoranda Wanessa Altei. 
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Capítulo 5 

 

Planejamento de Estabilizadores 

da Polimerização de Microtúbulos 

 

"Vivendo, se aprende; mas o que se aprende, mais, é só a fazer outras maiores perguntas."  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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Os taxanos são os compostos antitubulina mais conhecidos da classe dos agentes 

estabilizadores de microtúbulos. Taxol e taxotere, os mais importantes representantes dos 

taxanos (Figura 1.3), têm sido utilizados como fármacos de primeira linha para o tratamento 

de diversos tipos de câncer desde a década de 90. Apesar do sucesso clínico dos fármacos 

dessa classe, limitações importantes como alta complexidade química, resistência devido a 

vários fatores celulares e baixa solubilidade, que resultam em formulações complexas e alta 

toxicidade, têm estimulado a pesquisa por novas classes de agentes estabilizadores de 

microtúbulos22, 29, 32-34, 37, 43-45. Recentemente, foram identificados vários agentes 

estabilizadores de microtúbulos, estruturalmente diferentes dos taxanos, incluindo as 

epotilonas, a dictiostatina e o discodermolídeo (Figura 1.6). Esses produtos naturais, assim 

como o taxol, possuem atividade antimitótica, mas diferentemente, induzem apoptose em 

linhagens celulares resistentes aos taxanos. Epotilonas e análogos do discodermolídeo e da 

dictiostatina são, ainda, mais solúveis que o taxol. Além disso, esses compostos inibem 

competitivamente a ligação do taxol à sua cavidade de interação, sugerindo que os seus 

sítios de interação são comuns ou sobrepostos28, 32-34, 41, 46-48, 187-191. 

O taxol promove a estabilização das interações laterais entre protofilamentos. Esse 

produto natural interage na cavidade de ligação das proteínas Tau, que são moduladoras 

endógenas da dinâmica dos microtúbulos9, 38-40. A análise da informação estrutural 

disponível no banco de dados do PDB sobre a interação entre taxol ou epotilona A (Figura 

1.6) com a β-tubulina (códigos PDB 1JFF e 1TVK, respectivamente), a partir de uma 

combinação de dados de cristalografia eletrônica dos polímeros de tubulina estabilizados 

por zinco, de ressonância magnética nuclear (RMN) e de modelagem molecular, demonstra 

que esses agentes estabilizadores interagem em uma região não muito bem delimitada, com 

uma superfície extensa (Figura 5.1). Esses compostos compartilham a mesma cavidade de 

interação na β-tubulina, mas sua sobreposição é apenas parcial, já que exploram o mesmo 

bolsão de interação de uma maneira única e independente (Figura 5.2)35, 187. Essa 

informação estrutural é bastante útil para o entendimento das interações receptor-ligantes 

importantes para o processo de reconhecimento molecularl.  

O modo de ligação do discodermolídeo à cavidade de interação da β-tubulina ainda 

não é conhecido. Vários análogos têm sido sintetizados para o estudo das relações 

estrutura-atividade e diversos experimentos têm sido executados para construção de 

hipóteses de interação que racionalizem as propriedades de ligação desses compostos ao 

sistema tubulina/microtúbulos32, 33, 57, 191, 194-198.  

 

                                                           
l
 As estruturas dos dímeros de tubulina determinadas por cristalografia eletrônica fornecem 

informação sobre a localização do taxol e epotilona A na estrutura da proteína. Há, entretanto, ainda 
controvérsias sobre a conformação exata desses ligantes no polímero de tubulina

188, 190, 192, 193
. 

 



86 

 

 
 

Figura 5.1 - As cavidades de interação do taxol (rosa) e da epotilona (azul) não são bem 
delimitadas

35, 187
. 

 

 
 
Figura 5.2 - Taxol (rosa) e epotilona (azul) exploram a mesma cavidade de interação da β-tubulina 

(cinza) de maneiras diferentes. Resíduos importantes são mostrados em bastão na 
estrutura 1TVK

187
. 

 

 

5.1 BASES ESTRUTURAIS PARA ATIVIDADE ANTICÂNCER DE ANÁLOGOS DO 

DISCODERMOLÍDEO
78, 100, 140 

 

 

Em razão de sua considerável potência para promover a polimerização da tubulina, 

apreciável citotoxicidade contra múltiplas linhagens celulares resistentes aos taxanos, e 

maior solubilidade que taxol, o discodermolídeo foi considerado como candidato em testes 

clínicos para o tratamento do câncer em 200232, 33, 46, 164, 199. Inesperadamente, esse 
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composto não demonstrou um adequado perfil em fase II de testes clínicos em humanos por 

apresentar toxicidade pulmonar54, 199-201. Entretanto, por causa de suas notáveis 

propriedades biológicas, compostos semelhantes em estrutura e atividade têm sido 

estudados. Por isso, a definição do provável sítio de interação do discodermolídeo e seus 

análogos, assim como seu modo de ligação, são, ainda hoje, objetos de investigação33, 164, 

194, 202-204. Entretanto, uma vez que o sistema discodermolídeo-tubulina é extremamente 

flexível e as estruturas 3D dos complexos de discodermolídeo com tubulina não foram ainda 

determinadas, uma estratégia razoável para identificação das características estruturais 

mais importantes relacionadas à afinidade de ligação à β-tubulina e consequente atividade 

antitumoral é a utilização de métodos independentes da conformação integrados com 

evidências experimentais produzidas por uma variedade de técnicasm32,33,194. 

No presente trabalho, foi empregado o HQSAR, um método independente da 

conformação, para a construção de modelos preditivos de QSAR 2D para uma série de 

análogos sintéticos do discodermolídeo apresentando atividade antiproliferativa. Os modelos 

construídos foram recentemente utilizados para avaliar análogos simplificados do 

discodermolídeo, que estão sendo sintetizados pelo doutorando Daniel Brody, orientado 

pelo Prof. Dr. Billy Day, no Department of Pharmaceutical Sciences, School of Pharmacy, 

University of Pittsburgh. As moléculas propostas estão sendo sintetizadas a partir de 

reações multicomponentes e apresentaram um potencial promissor de acordo com os 

modelos de HQSAR desenvolvidos nesse trabalho. Além disso, estudos de modelagem 

molecular na cavidade da β-tubulina foram integrados com os padrões de reconhecimento 

molecular resultantes da modelagem de HQSAR como uma ferramenta para a proposição 

das características moleculares importantes para as interações ligante-receptor nessa série 

de agentes antiproliferativos ligantes da tubulina. Os modelos de conformação bioativa, 

propostos dessa forma, foram então utilizados para o alinhamento estrutural do conjunto de 

análogos sintéticos do discodermolídeo, permitindo o desenvolvimento de modelos de 

QSAR 3D, utilizando o método CoMFA. O alinhamento estrutural baseado na superposição 

das conformações de baixa energia dessas moléculas também foi utilizado para a 

construção de modelos de QSAR 3D CoMFA com a finalidade de explorar a alta flexibilidade 

conformacional desses compostos. Os modelos finais de QSAR 2D e 3D construídos, em 

conjunto com as informações obtidas pelos mapas de contribuição individuais, de contorno 

3D, e dos estudos de modelagem molecular na cavidade de interação da β-tubulina, 

forneceram algumas idéias sobre os determinantes estruturais  para a potente estabilização 

                                                           
m
 É importante reconhecer as limitações dos modelos propostos nesse trabalho. Os modelos 
sugeridos para a epotilona A, por exemplo, anteriormente à obtenção da estrutura do complexo com 
tubulina, não foram confirmados após a resolução do seu complexo cristalográfico. Isso porque a 
cavidade de ligação é extensa, e pode ser ocupada de maneiras distintas pelos diferentes 
ligantes

187
. 
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dos microtúbulos e propriedades antitumorais dos análogos do discodermolídeo.36, 37 A 

Figura 5.3 ilustra a estratégia de integração dos métodos de HQSAR e de docagem 

molecular para a proposição de modelos de interação entre discodermolídeo e a cavidade 

do taxol na β-tubulina, discutida adiante.  Esse sistema estudado é de particular interesse 

devido aos desafios proporcionados por sua elevada complexidade molecular.  

 

 

 
Figura 5.3 - Integração de estratégias para o estudo da modulação da polimerização da tubulina por 

análogos do discodermolídeo: geração de fragmentos moleculares, construção de 
modelos de HQSAR, identificação de padrões de reconhecimento molecular e estudos 
de docagem molecular

77, 100, 140
. 
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5.1.1 Estratégias computacionais 

 

 

Todos os estudos de QSAR 2D e 3D e de docagem molecular foram realizados em 

estações computacionais, operando no sistema operacional Linux, utilizando as interfaces 

computacionais SYBYL 8.0® (Tripos, St. Louis, EUA), GOLD 3.1 (Cambridge 

Crystallographic Data Centre, Cambridge, UK)41 e Pymol 1.0 (DeLano Scientific, San Carlos, 

USA).  

 

 

5.1.2 Caracterização do conjunto de dados 

 

 

O conjunto de dados utilizado para os estudos de HQSAR é constituído por 47 

análogos do discodermolídeo, os quais foram coletados a partir de seis publicações de um 

único grupo de pesquisas165, 166, 194, 205-207. Destes compostos, 42 foram utilizados para os 

estudos de QSAR 3D CoMFA. Como mostrado na Figura 5.4, esse conjunto de análogos 

apresenta variações estruturais na região A (cadeia lateral ligada ao C21 e no grupo 

carbamato do C19), na região B (substituinte em C14) e na região C (no anel lactona e na 

posição C7). As estruturas químicas e os valores de pIC50 correspondentes para a série 

completa de ligantes estão incluídos na Tabela 5.1. O valor de pIC50 corresponde ao 

logaritmo negativo da medida de IC50, -logIC50, em que IC50 é a concentração do composto 

requerida para inibir em 50% o crescimento de células de câncer de pulmão da linhagem 

A549. Os valores de IC50 variam de 3,7 a 10.000 nM (um fator de cerca de 2.700) e foram 

medidos sob as mesmas condições experimentais, uma condição essencial para o 

desenvolvimento de modelos de QSAR. Os valores de IC50 foram convertidos nos 

respectivos valores de pIC50 e utilizados como variáveis dependentes nas investigações de 

QSAR. Os valores de pIC50 se estendem, portanto, por 3,5 ordens de magnitude. 

As estruturas 3D dos análogos do discodermolídeo foram construídas utilizando os 

parâmetros geométricos padrão do programa SYBYL 8.0. Cada conformação de cada 

molécula foi energicamente minimizada empregando o campo de forças Tripos e as cargas 

parciais foram calculadas segundo o método clássico de Gasteiger–Hückel136,208. 
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Figura 5.4 - O conjunto de dados de análogos do discodermolídeo apresenta variações estruturais 

nas regiões A, B e C
140, 165, 166, 194, 205-207

. 
 

 

Tabela 5.1 - Conjunto de dados de análogos do discodermolídeo (e valores correspondentes de 
pIC50) empregado para as análises de QSAR 2D e 3D e para os estudos de docagem 
molecular

165, 166, 194, 205-207
. 
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5.1.3 Análises de HQSAR 

 

 

Para a modelagem de HQSAR, o conjunto de dados foi dividido em cinco 

subconjuntos representativos, dois contendo 10 compostos e os outros três contendo 9 

compostos. O primeiro subconjunto continha os análogos numerados como 1, 6, 11... 

(Tabela 5.1), o segundo continha os análogos 2, 7, 12... e assim sucessivamente. Cinco 

modelos foram construídos utilizando cada um dos subconjuntos uma vez como conjunto 

teste (predição) e os outros quatro subconjuntos combinados (com 37 ou 38 compostos) 

como conjunto treinamento (estimativa)209. Uma vez que os modelos de HQSAR podem ser 

afetados pelos parâmetros relacionados à geração dos hologramas, várias combinações de 

distinção dos fragmentos foram consideradas para a construção dos modelos – diferentes 

combinações dos parâmetros de distinção átomo (A), ligação (B), conectividade (C), 

presença de átomos de hidrogênio (H), quiralidade (Ch) e átomos doadores e aceptores de 

ligação de hidrogênio foram utilizadas148, 152. As análises foram realizadas utilizando as 12 

séries padrão de comprimentos do holograma, de 53 a 401 posições, inicialmente 

empregando o tamanho do fragmento padrão (4-7). Os padrões de contagem dos 

fragmentos para os moduladores do conjunto treinamento foram relacionados aos 

parâmetros biológicos experimentais utilizando análise de PLS. Os resultados das análises 

de QSAR para os 5 conjuntos treinamento utilizando várias combinações de distinção dos 

fragmentos estão resumidos na Tabela 5.2. Esses modelos individuais podem ser avaliados 

pelos seus coeficientes de correlação (r2) e de validação cruzada (q2
LOO) obtidos pelo 
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método “deixe um fora” (LOO, do inglês, leave-one-out). Como mostrado na Tabela 5.2, os 

melhores resultados foram obtidos utilizando A/B/C/Ch (Modelos 2-5, q2
LOO = 0,60, 0,62, 

0,61 e 0,70, respectivamente), exceto apenas para o modelo 1 (q2
LOO = 0,69), para o qual a 

melhor distinção dos fragmentos também incluiu H (A/B/C/H/Ch). 

A influência do tamanho dos fragmentos é determinante para a geração dos modelos 

de HQSAR, uma vez que esse parâmetro controla o comprimento mínimo e máximo dos 

fragmentos a serem codificados no holograma148, 152. Portanto, combinações distintas de 

tamanho do fragmento (2–5, 3–6, 4–7, 5–8, 6–9, e 7-10) foram investigadas para os 

melhores modelos da Tabela 5.2. Como mostrado na Tabela 5.3, a variação do tamanho do 

fragmento resultou na geração de melhores modelos de HQSAR quando comparados aos 

modelos construídos com o tamanho do fragmento padrão. Resultados estatísticos 

significativos foram obtidos para os 5 modelos de HQSAR (q2
LOO = 0,70 (1), 0,63 (2), 0,75 

(3), 0,62 (4) e 0,74 (5), com r2 > 0,90 em todos os casos) confirmando a importância da 

verificação das várias combinações de parâmetros de distinção e tamanho dos fragmentos 

para obter melhores modelos finais de HQSAR, por causa das diferenças intrínsecas dos 

diferentes conjuntos de dados141. Para uma melhor avaliação da consistência interna dos 

modelos, foi empregado outro coeficiente de validação cruzada, o q2
LMO, que se refere ao 

método “deixe muitos fora” (LMO, do inglês, leave-many-out). Para tal, os conjuntos 

treinamento individuais foram divididos em 10 (LMO10) e 5 (LMO5) grupos aleatoriamente 

selecionados e cada modelo foi avaliado 25 vezes na medida de sua exatidão em predizer 

os 10 ou 20% dos compostos restantes. Os resultados confirmaram a estabilidade e 

significância dos modelos de HQSAR construídos, uma vez que os valores estatísticos 

obtidos para as análises de LMO foram comparáveis aos valores obtidos com o 

procedimento de LOO. Esses parâmetros indicam a boa capacidade de correlação dos 

dados nos conjuntos treinamento e a elevada consistência interna dos modelos135. 

Embora as avaliações da consistência interna dos modelos (realizadas através dos 

valores de q2
LOO, q2

LMO e r2) sejam importantes, o teste mais significativo para avaliar a 

capacidade de predição dos modelos de QSAR é a sua habilidade em predizer o valor da 

propriedade-alvo para compostos não incluídos no conjunto treinamento. Uma vez que a 

estrutura codificada nos hologramas moleculares está diretamente relacionada à atividade 

biológica das moléculas pertencentes ao conjunto treinamento, os modelos de HQSAR 

construídos devem ser capazes de predizer a atividade de análogos do discodermolídeo a 

partir da impressão digital molecular gerada para estes compostos78, 100, 140, 153, 154. Dessa 

forma, a capacidade preditiva dos melhores modelos de HQSAR foi avaliada pela predição 

dos valores de pIC50 para cada um dos subconjuntos utilizados como conjunto teste 

(utilizando os outros 4 subconjuntos como conjunto treinamento). Os resultados do processo 

de validação externa estão listados na Tabela 5.4 e também mostrados na Figura 5.5. 
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Tabela 5.2 -  Resultados das análises de HQSAR para várias distinções dos fragmentos nos parâmetros estatísticos, utilizando o tamanho do 
fragmento padrão (4-7). 

 

HQSAR Parâmetros Estatísticos 

Distinção de 

Fragmento 

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5 

q
2
LOO r

2
 HL N q

2
LOO r

2
 HL N q

2
LOO r

2
 HL N q

2
LOO r

2
 HL N q

2
LOO r

2
 HL N 

A/B/C 0,53 0,84 307 5 0,59 0,86 61 6 0,54 0,76 61 5 0,39 0,77 59 5 0,56 0,83 61 6 

A/B/C/H 0,63 0,86 257 5 0,57 0,87 71 6 0,43 0,68 71 4 0,36 0,75 307 5 0,51 0,83 71 6 

A/B/C/Ch 0,58 0,90 59 5 0,60 0,91 97 6 0,62 0,91 59 6 0,61 0,92 59 6 0,70 0,94 59 6 

A/B/C/H/Ch 0,69 0,90 257 5 0,57 0,88 71 6 0,51 0,85 61 6 0,38 0,76 199 5 0,58 0,93 353 6 

A/B/C/H/DA 0,65 0,92 257 6 0,50 0,89 307 6 0,43 0,68 71 4 0,37 0,79 61 5 0,42 0,85 199 6 

A/B/C/H/Ch/DA 0,73 0,94 257 6 0,54 0,90 307 6 0,54 0,95 307 6 0,40 0,91 307 6 0,57 0,93 307 6 

q
2
LOO, coeficiente de correlação da validação cruzada (retirando uma molécula de cada vez); r

2
, coeficiente de correlação; HL, comprimento de holograma; N, 

número ótimo de componentes principais. Distinção de fragmentos: A, átomo; B, ligação; C, conectividade; H, hidrogênio; Ch, quiralidade; DA, doador e 
aceptor. 

 
Tabela 5.3 - Análises de HQSAR para a influência de tamanhos dos fragmentos nos parâmetros estatísticos para os melhores modelos. 
 

 

Modelo 

Parâmetros Estatísticos 

q
2
LOO r

2
 HL N Tam* r

2
pred 

1 0,70 0,93 257 6 7-10 0,72 

2 0,63 0,91 83 6 6-9 0,62 

3 0,75 0,96 83 6 6-9 0,60 

4 0,62 0,94 257 6 6-9 0,85 

5 0,74 0,94 83 6 6-9 0,77 

q
2
LOO, coeficiente de correlação da validação cruzada (retirando uma molécula de cada vez); r

2
, coeficiente de correlação;  HL, comprimento de holograma; 

N, número ótimo de componentes principais; Tam, tamanho de fragmento; r
2
pred, coeficiente de correlação da predição. *Tamanhos de fragmentos 

analisados:2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9 e 7-10. 
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Tabela 5.4 - Valores de pIC50 experimentais, estimados e preditos para o conjunto de análogos do 
discodermolídeo utilizado nos estudos de HQSAR. 

 

CPT 
pIC50 

Experimental 

pIC50 Estimado ou Predito
a 

 Δ 

1 2 3 4 5  Estimado
b 

Predito
c 

1 5,00 6,14* 4,87 5,11 4,79 5,06  0,04 -1,14 
2 5,40 5,44 6,39* 5,49 5,75 5,53  -0,15 -0,99 
3 5,40 5,60 5,82 6,45* 5,50 5,71  -0,26 -1,05 
4 5,40 5,50 5,66 5,41 6,09* 5,41  -0,09 -0,69 
5 5,70 6,18 5,95 5,98 5,81 6,33*  -0,22 -0,89 
6 5,70 6,59* 6,05 6,17 6,09 5,95  -0,42 -0,63 
7 6,00 5,97 6,71* 6,00 5,96 5,86  0,05 -0,71 
8 6,04 6,18 6,41 6,61* 6,30 6,50  -0,31 -0,57 
9 6,10 6,05 5,80 5,97 6,41* 5,78  0,20 -0,31 

10 6,19 6,12 6,55 6,11 6,15 6,07*  -0,04 0,12 
11 6,22 6,22* 6,11 6,36 6,25 6,25  -0,02 0 
12 6,24 6,69 6,29* 6,22 6,69 6,78  -0,46 -0,71 
13 6,24 6,10 6,63 6,95* 6,17 6,17  0,07 -0,05 
14 6,27 6,23 5,86 6,31 6,18* 6,46  0,05 0,09 
15 6,29 6,21 6,39 6,23 6,34 6,23*  0,00 0,06 
16 6,31 6,57* 6,19 6,29 6,36 6,27  0,03 -0,26 
17 6,39 6,16 6,43* 6,41 6,27 6,25  0,12 -0,04 
18 6,40 6,57 6,83 7,04* 6,56 6,37  -0,18 -0,64 
19 6,51 6,38 6,20 6,40 6,33* 6,32  0,19 0,18 
20 6,61 6,61 6,82 6,83 6,46 7,05*  -0,07 -0,44 
21 6,72 6,20* 6,23 6,31 6,38 6,27  0,42 0,52 
22 6,80 7,10 7,00* 7,02 6,97 6,76  -0,16 -0,2 
23 6,87 6,86 6,94 7,00* 6,91 7,02  -0,06 -0,13 
24 6,90 7,00 6,78 6,78 6,76* 6,80  0,06 0,14 
25 6,96 6,69 7,02 7,06 6,81 6,60*  0,07 0,36 
26 7,00 6,75* 6,76 6,99 6,69 6,89  0,17 0,25 
27 7,05 7,06 6,54* 6,97 7,01 6,96  0,05 0,51 
28 7,15 6,77 6,91 7,30* 6,63 6,84  0,36 -0,15 
29 7,17 7,20 7,14 7,22 7,11* 7,31  -0,05 0,06 
30 7,24 7,09 6,93 6,82 7,12 6,94*  0,25 0,3 
31 7,27 7,23* 7,06 6,96 7,12 7,09  0,21 0,04 
32 7,30 7,28 6,88* 7,11 7,20 7,22  0,10 0,42 
33 7,44 7,91 7,94 7,98* 7,78 7,81  -0,42 -0,54 
34 7,52 7,53 7,61 7,56 7,05* 7,49  -0,03 0,47 
35 7,57 7,53 7,67 7,64 7,92 7,79*  -0,12 -0,22 
36 7,66 8,21* 7,70 7,88 7,99 7,76  -0,17 -0,55 
37 7,89 7,79 *7,74 8,06 7,82 7,77  0,04 -0,18 
38 7,89 8,15 8,03 8,07* 7,87 8,22  -0,19 0,15 
39 8,00 8,14 7,96 7,99 7,89* 7,84  0,02 0,11 
40 8,03 7,42 7,48 7,62 7,68 7,56*  0,48 0,47 
41 8,10 7,95* 7,79 8,31 8,09 8,12  0,02 0,15 
42 8,11 8,14 7,39* 8,35 8,17 8,27  -0,12 0,72 
43 8,22 8,31 8,14 8,18* 8,33 8,10  0,00 0,04 
44 8,29 8,47 8,50 8,41 8,70* 8,32  -0,14 -0,41 
45 8,31 8,04 7,99 8,16 8,07 7,74*  0,24 0,57 
46 8,40 8,57* 8,39 8,40 8,55 8,34  -0,02 -0,17 
47 8,43 8,00 7,52* 8,14 7,98 7,93  0,42 0,91 

a 
Os valores preditos são os valores únicos obtidos para cada análogo do discodermolídeo como membro do 

conjunto teste  e estão designados por asteriscos; os valores estimados são médias de quatro valores obtidos 
para cada análogo do discodermolídeo enquanto membro dos conjuntos treinamentos. 

b 
Diferença entre os 

logaritmos dos valores medidos e estimados.
c 
Diferença entre os logaritmos dos valores medidos e preditos. 
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Figura 5.5 - Valores de pIC50 estimados (azul) e preditos (rosa) versus valores experimentais 

correspondentes para os análogos do discodermolídeo. 
 

A validação externa é uma etapa importante da modelagem de QSAR porque os 

compostos do conjunto teste são completamente excluídos da calibração do modelo. Como 

pode ser visto na Tabela 5.4, os valores preditos se aproximam dos valores experimentais 

de pIC50, desviando menos que 0,60 unidades logarítmicas para 36 compostos e menos que 

0,95 unidades logarítmicas para 8 compostos. As únicas exceções são os compostos 1, 2 e 

3, para os quais os valores preditos possuem maiores erros (1,05; 0,99 e 1,14 unidades 

logarítmicas, respectivamente). Esses três compostos estão entre os menos potentes do 

conjunto de dados e a reduzida capacidade de predição desses compostos reflete, em 

parte, as limitações na predição dos valores fora da faixa utilizada para a geração dos 

modelos, uma vez que diferentes conjuntos treinamento foram empregados para derivá-los. 

De uma maneira geral, a boa concordância entre os valores experimentais e preditos de 

pIC50 nos conjuntos teste (Figura 5.5), juntamente como os significativos valores dos 

coeficientes de predição, r2
pred (Tabela 5.3), indicam a robustez dos modelos construídos e a 

consistência e qualidade do conjunto de dados utilizado para derivá-los.  

 

 

5.1.4 Identificação de fragmentos moleculares especializados  

 

 

As análises de HQSAR podem fornecer indicações sobre os fragmentos moleculares 

diretamente relacionados à atividade biológica estudada a partir de uma cuidadosa 

interpretação dos fragmentos estruturais incorporados nos modelos baseados em 

fragmentos77, 78, 100, 136, 146, 149, 151. Na Figura 5.6 são apresentados, como exemplos, os mapas 
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de contribuições individuais 2D para os compostos 36 (discodermolídeo) e 47 (o mais 

potente), resultantes do modelo de HQSAR mais preditivo (modelo 4 da Tabela 5.4). O 

módulo de HQSAR, implementado na plataforma SYBYL 8.0, utiliza um esquema de cores 

para diferenciar as contribuições atômicas individuais para a atividade (Figura 3.6). As cores 

no extremo vermelho do espectro (vermelho e laranja) refletem contribuições negativas 

enquanto as cores no extremo verde (amarelo, verde azulado e verde) refletem 

contribuições favoráveis à propriedade-alvo. Átomos com contribuições intermediárias são 

mostrados em branco. De acordo com o mapa de contribuições na Figura 5.6A, o anel 

lactona e os grupos hidroxila ligados aos carbonos C7 e C11 são contribuições positivas para 

a citotoxicidade. O mapa correspondente para o análogo mais potente da série (Figura 5.6B) 

revela a contribuição positiva do hidrogênio do grupo carbamato ligado a C19 e a importância 

do fragmento C7-C11.  

 

 
 

Figura 5.6 - Mapas de contribuição do HQSAR para A) o discodermolídeo (36) e B) o seu análogo 
mais potente (47)

140
. 

 

As contribuições individuais mais importantes para a propriedade estudada (pIC50) 

foram inspecionadas para uma interpretação mais completa dos 5 modelos preditivos em 

termos de sua significância química e biológica. Os fragmentos moleculares com altas 

contribuições para a citotoxicidade, os quais afetam substancialmente os modelos de 

HQSAR, foram selecionados e investigados. Os principais fragmentos moleculares 

evidenciados, incluindo o fragmento C1-C14 e o substituinte em C19 estão mostrados na 

Figura 5.7. Em particular, os substituintes conectados a C19-carbamato (região A), o grupo 

metila ligado a C14, o grupo (S)-OH ligado a C11 (região B) e o substituinte (S)-OH conectado 

a C7, bem como o anel lactona (região C) foram os grupos mais frequentemente observados 

entre os fragmentos moleculares importantes, de acordo modelos de HQSAR. A atividade 

citotóxica apresentada pelos análogos do discodermolídeo, se considerada como 

consequência de sua afinidade pela tubulina, pode ser relacionada a múltiplas interações 
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intermoleculares, que determinam o modo de ligação desses compostos à cavidade da β-

tubulina. Por essa razão, a integração das análises baseadas nas estruturas dos ligantes 

com estudos de docagem molecular, baseados na estrutura do receptor, representa uma 

estratégia razoável para a proposição de interações entre a tubulina e seus moduladores 

que são essenciais para a atividade biológican. 

 

 
 
Figura 5.7 - Fragmentos moleculares com contribuições importantes para a citotoxicidade, preditos 

pelos modelos de HQSAR
140

. 
 

 

5.1.5 Estudos de modelagem molecular baseados na estrutura do receptor 

 

 

As estruturas dos complexos de αβ-tubulina com taxol e epotilona A, obtidas por 

cristalografia eletrônica, fornecem não apenas informações sobre as características 

estruturais do heterodímero de tubulina, mas também sobre a cavidade ligação desses 

produtos naturais na estrutura da β-tubulina25, 35, 187, 210. A partir dessa informação 3D, pode-

se inferir que os taxanos e as epotilonas se sobrepõem em sua ocupação da mesma ampla 

cavidade de interação na β-tubulina, mas exploram o bolsão de ligação de maneira singular 

(Figura 5.2). Resultados de ensaios de competição com taxol e com as proteínas Tau 

demonstraram que a cavidade da β-tubulina também é capaz de acomodar o 

discodermolídeo, seus análogos e uma variedade de outros moduladores40, 46, 211. Após a 

validação dos modelos de HQSAR, os fragmentos estruturais altamente associados à 

atividade biológica (contribuições positivas) foram utilizados para a proposição de interações 

intermoleculares no sistema tubulina-discodermolídeo. De maneira a explorar 

apropriadamente a flexibilidade conformacional do receptor e seus ligantes, as estruturas 

cristalográficas do taxol e da epotilona A foram utilizadas nos estudos de docagem 

molecular. Os protocolos de docagem e pontuação foram utilizados como implementados 

                                                           
n
 Medidas dos parâmetros termodinâmicos de ligação para 12 agentes estabilizadores dos 
microtúbulos que interagem no sítio do taxol, incluindo o discodermolídeo, demonstraram que existe 
uma correlação entre os valores de IC50 (citotoxicidade) e os valores de variação de entalpia de 
ligação

49, 50
. 
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nos programas GOLD 3.1117 e FlexX118. As estruturas cristalográficas da αβ-tubulina ligadas 

ao taxol e à epotilona A (códigos PDB: 1JFF e 1TVK) foram acessadas a partir do PDB35, 187, 

210. Para os cálculos, os ligantes foram removidos e os átomos de hidrogênio na geometria 

padrão foram adicionados utilizando o módulo Biopolymer (SYBYL 8.0). As estruturas foram 

sobrepostas utilizando os seus átomos de Cα para caracterizar a cavidade de ligação e 

identificar as regiões variáveis mais importantes. Os resíduos de His, Gln e Asn foram 

manualmente verificados para possíveis rotâmeros e estados de protonação e tautoméricos 

utilizando o programa Pymol 1.0. Em particular, os estados tautoméricos e de protonação, 

além dos rotâmeros e das diferentes posições 3D dos resíduos Asp26, Leu215, Asp224, 

His227, Leu228, Thr274, Arg276, Arg282, Arg359 e Gly360, envolvidos em interações 

importantes com os ligantes, foram cuidadosamente examinados. A cavidade de ligação foi 

centralizada nas coordenadas cartesianas dos átomos O5 do taxol e O2 da epotilona A e um 

raio de esfera de 12 Å foi considerado para os procedimentos de docagem, os quais foram 

repetidos 10 vezes para cada composto. As funções de pontuação padrão FlexX118 e 

GOLDscore117  foram empregadas para a seleção das conformações para cada composto e 

apenas as conformações mais bem pontuadas foram consideradas. Após os procedimentos 

de alinhamento molecular e docagem, as conformações do discodermolídeo e seus 

análogos, bem como dos fragmentos estruturais mais importantes para a atividade, foram 

inspecionados individualmente. Os modelos de interação propostos para o discodermolídeo 

(composto 36) estão mostrados na Figura 5.8. 

Para serem aceitáveis, os modelos propostos devem ser capazes de descrever 

possíveis conformações de ligação, adotadas no interior da cavidade de interação do 

receptor, através da incorporação de interações intermoleculares específicas. Como 

mostrado na Figura 5.9 (para o primeiro modelo de interação mostrado na Figura 5.8), os 

substituintes mais fortemente relacionados à citotoxicidade, que foram enfatizados nos 

modelos baseados em fragmentos, estabelecem importantes ligações de hidrogênio e 

interações hidrofóbicas no interior da cavidade da β-tubulina.  

Como mostrado na Figura 5.9, o discodermolídeo adota uma conformação curvada 

no interior da cavidade, trazendo os grupos lactona e a cadeia lateral ligada a C19 em 

razoável proximidade. A extremidade lactona se acomoda em um bolsão delimitado pelos 

resíduos Asp224 e His227, permitindo a formação de uma ligação de hidrogênio entre o 

oxigênio carbonílico do anel e a cadeia lateral de Arg276, enquanto, na outra extremidade, o 

substituinte amina do grupo carbamato ligado a C19 é disposto em direção à cadeia lateral de 

Asp26 para formar mais uma ligação de hidrogênio. É importante notar que essas 

observações concordam com estudos anteriores, os quais demonstraram a preferência de 

uma conformação em U para o discodermolídeo em solução (Figura 5.10) e também 

indicaram a interação do anel lactona no bolsão demarcado por Asp224 e His22732, 194, 195. 
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Além disso, de acordo com o modelo de interação proposto, o grupo metila ligado ao C14 é 

orientado em direção à cadeia lateral de Phe270, através de contatos hidrofóbicos, em 

concordância com estudos de SAR anteriores196. Os substituintes (S)-C7-OH, (S)-C11-OH e 

(R)-C17-OH estabelecem ligações de hidrogênio com os resíduos Arg276, Thr274 e Gly360, 

respectivamente. Também é interessante ressaltar a importância do parâmetro de distinção 

quiralidade para os modelos de HQSAR construídos, uma vez que, como se pode notar, 

várias interações intermoleculares entre a tubulina e os moduladores são dependentes da 

estereoquímica dos grupos substituintes no esqueleto do discodermolídeo. 

 

  
 
Figura 5.8 - Modelos 3D para o discodermolídeo no interior da cavidade da β-tubulina (código PBD: 

1TVK). Os átomos de hidrogênio foram eliminados para maior clareza
140

. 
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Figura 5.9 - Grupos substituintes com contribuições positivas para citotoxicidade (C19-carbamato, 

C14-CH3, (S)-C11-OH, (S)-C7-OH e oxigênio da carbonila; rosa) no discodermolídeo 
(verde). Código PBD: 1TVK. Os átomos de hidrogênio foram eliminados para maior 
clareza

140
. 

 

 

 
 

Figura 5.10 - A) Conformação minimizada do discodermolídeo pelo campo de forças Tripos. B) Os 
estudos em solução demonstram que, embora tenha 15 ligações rotacionáveis, a 
conformação preferencial do discodermolídeo é curvada. Essa preferência se deve à 
existência de duas ligações (Z)-alqueno (C8-C9 e C13-C14, amarelo em A) e à 
minimização das interações sin-pentano nos carbonos entre as duplas ligações, em 
C10-C12 (os raios de van der Waals estão mostrados como esferas em A). Na região A 
do discodermolídeo (Figura 5.4), a minimização das interações sin-pentano 
representam contribuição adicional para a curvatura da molécula. A conformação em U 
permite, ainda, a formação de fraca interação polar intramolecular entre o grupo 
carbamato e o grupo lactona nos dois terminais da molécula

195, 202
. 
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A despeito de suas estruturas químicas bastante diferentes, discodermolídeo, taxol e 

epotilona A apresentam, pelo menos em parte, cavidades de ligação comuns. Entretanto, de 

acordo com o modelo proposto, as características estruturais do discodermolídeo podem 

resultar em interações diferentes com o receptor, quando comparadas a outros 

moduladores, como ilustrado na Figura 5.11. O modo de ligação proposto corrobora com 

dados experimentais de estudos anteriores utilizando RMN, através dos quais foi 

demonstrado que as regiões do tiazol-C1-C5 da epotilona A e C1-C11 do discodermolídeo 

ocupam sítios próximos nos seus complexos com a tubulina. O mesmo foi proposto para 

outros grupos, como 8-CH3 na epotilona A e 14-CH3 no discodermolídeo191. 

 

 
 
Figura 5.11 - Taxol (rosa), epotilona (azul) e discodermolídeo (modelo em verde) exploram a mesma 

cavidade da tubulina (código PBD: 1TVK) de maneiras diferentes. 

 

Moléculas estruturalmente diversas que afetam a dinâmica dos microtúbulos são 

compostos bioativos a serem considerados nos programas de planejamento de novos 

candidatos a fármacos anticâncer. Ao longo dos últimos anos, esforços consideráveis têm 

sido direcionados à elucidação do modo de ligação do discodermolídeo na cavidade de 

interação do taxol. Recentemente, alguns modelos de interação foram propostos baseados 

em evidências experimentais e em estudos computacionais202-204. Dentre esses, o modelo 

proposto por Canales e colaboradores (Figura 5.12 A), baseado em vários estudos de RMN, 

docagem molecular e simulações de dinâmica molecular, demonstra algumas semelhanças 

com os modelos baseados em fragmentos moleculares e docagem molecular propostos 

nesse trabalho203. O modelo proposto por Khrapunovich-Baine e colaboradores, baseado em 

mapeamento das alterações de troca hidrogênio-deutério e em docagem molecular, é 

significativamente diferente do modelo proposto nesse trabalho (Figura 5.12 B). De acordo 

com esse último modelo, discodermolídeo e taxol ocupariam subsítios de interação 

complementares na mesma cavidade204. Um modelo alternativo proposto por Jogalekar e 

colaboradores, baseado em cálculos computacionais e RMN, é também bastante diferente 

do modelo proposto nesse trabalho (Figura 5.12 C)202. Interessantemente, todos esses 
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modelos citados são também substancialmente diferentes entre si. É importante ter em 

mente que a obtenção da estrutura do complexo entre a tubulina e o discodermolídeo, ou 

um de seus análogos, será de considerável importância para a distinção entre esses e 

outros possíveis modelos para a ligação do discodermolídeo na tubulina. 

 

 
 
Figura 5.12 - Outros modelos de interação para o discodermolídeo na cavidade da β-tubulina 

recentemente propostos na literatura
202-204

. 
 

 

5.1.6 Análises de QSAR 3D150   

 

 

Para melhor compreender as contribuições estéricas e eletrostáticas para a atividade 

citotóxica dos análogos do discodermolídeo, estudos de QSAR 3D CoMFA foram 

desenvolvidos baseados em dois alinhamentos moleculares distintos do conjunto de dados. 

O alinhamento estrutural é um parâmetro muito importante nos estudos de QSAR 3D 

CoMFA e várias estratégias para esse propósito têm sido descritas na literatura131, 132, 135, 136, 

157, 158, 161. Para o presente estudo, duas abordagens foram utilizadas e comparadas: uma 

baseada na sobreposição de corpo rígido da subestrutura comum entre os confôrmeros de 

menor energia de cada análogo do discodermolídeo e outra baseada nas conformações 

propostas a partir dos estudos de HQSAR e docagem molecular no interior da cavidade da 

β-tubulina140. Para a geração do primeiro alinhamento, todas as moléculas nas suas 

respectivas conformações de baixa energia, minimizadas pelo campo de forças Tripos, 

foram individualmente sobrepostas ao discodermolídeo utilizando um procedimento baseado 

no menor desvio quadrático médio entre os átomos de uma subestrutura comum, presente 

em todos os compostos e os mesmos átomos constituintes da estrutura do discodermolídeo. 

O alinhamento molecular obtido e a subestrutura máxima comum utilizada para o 

alinhamento estão ilustrados na Figura 5.13 A151, 161. Para a geração do segundo 

alinhamento estrutural, mostrado na Figura 5.13 B, os modos de ligação propostos para o 

discodermolídeo e seus análogos, na cavidade da β-tubulina, foram utilizados135, 140, 212. 
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Figura 5.13 - A) Alinhamento tridimensional do conjunto de dados para os análogos minimizados do 

discodermolídeo. O discodermolídeo, molécula utilizada como padrão para o 
alinhamento; está mostrado com a subestrutura comum a todos os análogos em cinza. 
B) Alinhamento 3D do conjunto de dados gerado a partir de estudos de docagem 
molecular na cavidade da β-tubulina

150
. 

 

As propriedades estéricas e eletrostáticas foram calculadas de acordo com os 

potenciais de Lennard-Jones e Coulomb, respectivamente. O conjunto treinamento alinhado 

foi posicionado numa grade tridimensional reticulada, selecionada de tal forma a conter 

todas as moléculas, com uma extensão de 4 Å em cada direção. Os campos do CoMFA 

foram gerados em cada intersecção dos retículos utilizando o campo de forças Tripos e um 

átomo de carbono sp3
 com carga positiva (+1). O espaçamento entre as intersecções na 

grade reticulada foi de 2 Å nas direções x, y e z. Um limite de 30 kcal/mol foi selecionado 

como máximo para os valores de energia estérica e eletrostática. Os descritores do CoMFA 

foram utilizados como variáveis independentes enquanto os valores pIC50 foram utilizados 

como variáveis dependentes nas análises de PLS para derivar os modelos 3D. Os modelos 

foram investigados a partir dos valores de q2
LOO e q2

LMO com as variáveis escalonadas pelo 

método CoMFA padrão, e externamente validados utilizando um conjunto teste, não 

considerado para a geração dos modelos de QSAR. Os valores de pIC50 foram preditos para 

os compostos do conjunto teste, permitindo a determinação dos valores de r2
pred para os 

modelos de QSAR 3D individuais.  

A geração de modelos estatísticos consistentes depende da qualidade dos conjuntos 

treinamento e teste em termos de sua diversidade estrutural e distribuição dos valores da 

propriedade biológica. Do conjunto de dados original contendo 47 compostos, 42 análogos 

do discodermolídeo, para os quais modelos de conformação bioativa e alinhamentos 

estruturais 3D razoáveis foram obtidos, foram utilizados para os estudos de QSAR 3D, 33 

(79%) dos quais foram selecionados para a calibração do modelo (conjunto treinamento, 

A)       B) 
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moléculas marcadas com T,Tabela 5.1) e os 9 (21%) restantes para o processo de 

validação externa (conjunto teste, moléculas marcadas com t,Tabela 5.1). Os compostos 

foram cuidadosamente separados em conjuntos treinamento e teste, de maneira a 

assegurar apropriada cobertura da faixa de pIC50, como pode ser visto na Figura 5.14. 

Portanto, os conjuntos treinamento e teste são apropriados para o desenvolvimento de 

modelos de QSAR153, 154. Os mesmos conjuntos treinamento e teste foram utilizados para as 

análises de QSAR 3D empregando as duas estratégias de alinhamento distintas. A 

capacidade preditiva dos modelos foi avaliada pelos valores de r2
pred. 

  

  
 
Figura 5.14 - Distribuição dos valores de pIC50 para os conjuntos teste, treinamento e para o 

conjunto de dados completo. 
 

Os alinhamentos estruturais, baseados na sobreposição dos confôrmeros de baixa 

energia e nos modelos de conformação bioativa, foram empregados em várias análises de 

PLS e os modelos foram otimizados através do recurso da focagem da melhor regiãoo (do 

                                                           
o
 Cada análise de PLS associa uma série de parâmetros a cada vértice em que os campos são 
calculados. O escalonamento CoMFA padrão atribui, inicialmente, o mesmo peso para todos esses 
parâmetros. Muitos descritores gerados em vários pontos da grade reticulada, entretanto, não 
contribuem de forma significativa para o modelo, sendo considerados pontos de redundância ou 
baixa variância. Como muitos desses pontos são incluídos na análise, geralmente os modelos 
gerados inicialmente possuem menor qualidade. O recurso da focagem da melhor região consiste 
em atribuir um peso maior para aqueles pontos da grade que contribuem de maneira mais 
significativa para o modelo e menor peso para pontos que apresentem redundância ou baixa 
variância. Vários parâmetros podem ser selecionados para evidenciar os campos apropriados, 
incluindo o método pelo qual os campos terão seus pesos diferenciados e a magnitude dessa 
diferenciação (de 0,3 a 1,5 geralmente). Um desses métodos é a diferenciação dos campos pelo 
coeficiente de desvio padrão (SDC, do inglês, Standard Deviation Coefficient), que a partir de uma 
análise previamente realizada, atribui o peso que determinado ponto terá em uma nova análise, 
multiplicando a variação dos valores dos campos de interação deste ponto pelo coeficiente que foi 
atribuído a este ponto pela análise de PLS anterior. Além disso, o espaçamento da grade reticulada 
pode ser modificado na nova região criada. O espaçamento padrão inicial é de 2 Å e pode ser 
modificado para valores menores, com aumento do número de descritores gerados, podendo 
aumentar o ruído em alguns casos

213
. 
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inglês, QSAR CoMFA region focus), variando os pesos do produto do desvio padrão pelos 

coeficientes da PLS de 0,3 a 1,5 e o espaçamento dos vértices da grade de 0,5 a 2,0 Ǻ. 

Essa estratégia não apenas aumenta os valores de q2
LOO durante o processo de geração 

dos modelos, mas também resulta no refinamento dos mapas de contorno 3D132, 212. Os 

melhores resultados estatísticos estão apresentados na Tabela 5.5.  

 

Tabela 5.5 - Resultados dos melhores modelos CoMFA construídos. 

 

Alinhamento q
2
LOO N r

2 
SEE r

2
pred 

Fraction 

S E 

Corpo-rígido 0,68 6 0,94 0,23 0,68 0,30 0,70 

Baseado no receptor  0,63 6 0,91 0,31 0,85 0,53 0,47 

q
2
LOO, coeficiente de correlação da validação cruzada (retirando uma molécula de cada vez); N, 

número ótimo de componentes principais, r
2
, coeficiente de correlação; SEE, erro padrão da 

estimativa; r
2
pred, coeficiente de correlação da predição; S, campo estérico; E, campo eletrostático 

 

Coeficientes significativos para a avaliação da consistência interna dos modelos 

foram obtidos (valores de q2
LOO > 0,60 e de r2 > 0,90 para ambos os alinhamentos 

estudados). Procedimentos de LMO foram executados e os resultados confirmaram a 

estabilidade e significância dos modelos de QSAR 3D construídos, uma vez que os valores 

estatísticos obtidos para as análises de LMO (q2
LMO) foram comparáveis aos valores obtidos 

com o procedimento de LOO (q2
LOO). A possibilidade de geração de modelos aleatórios foi 

verificada através da permutação progressiva dos valores da propriedade biológica entre os 

compostos (do inglês, progressive scrambling) e a estabilidade dos modelos foi confirmada. 

Resumidamente, os modelos construídos demonstraram ser estáveis e possuir significância 

estatística e razoável consistência interna. 

A capacidade preditiva dos modelos de QSAR 3D CoMFA construídos com os 33 

análogos do discodermolídeo foi analisada pela sua capacidade em predizer o valor da 

propriedade  biológica (pIC50) para os 9 compostos do conjunto teste externo, os quais foram 

completamente excluídos da geração dos modelos (Tabela 5.1). Antes da predição, os 

compostos do conjunto teste foram processados de forma idêntica às moléculas 

pertencentes ao conjunto treinamento. Todos os valores experimentais e preditos de pIC50 

para os conjunto teste, para ambas as estratégias de alinhamento molecular, estão incluídos 

na Tabela 5.6 e os resultados gráficos mostrados na Figura 5.15. Valores de r2
pred de 0,68 e 

0,85 foram obtidos, respectivamente, para os modelos construídos a partir do alinhamento 

de corpo rígido dos confôrmeros de baixa energia e do alinhamento baseado na estrutura do 

receptor (Tabela 5.6). A boa concordância entre os valores experimentais e preditos de pIC50 

indica a robustez dos modelos preditivos construídos. Portanto, pode-se inferir que os 



107 

 

modelos apresentam uma boa capacidade de predição para novos ligantes da β-tubulina 

dentro dessa diversidade estrutural.  

 

Tabela 5.6 - Valores de pIC50 experimentais e preditos pelos melhores modelos CoMFA, com 
valores residuais, para os compostos do conjunto teste. Alinhamento de corpo-rígido 
(1) e baseado na estrutura do receptor (2). 

 

CPT Experimental
a 

Predito 

CoMFA1
a 

Resíduos 

CoMFA1 
b 

Predito 

CoMFA2
a 

Resíduos 

CoMFA2
b

 

03 5,40 5,93 -0,53 5,90 -0,50 

06 5,70 6,02 -0,32 5,83 -0,13 

15 6,29 6,86 -0,57 6,17 0,12 

19 6,51 6,52 -0,01 5,97 0,54 

22 6,80 7,14 -0,34 6,76 0,04 

26 7,00 6,73 0,27 7,01 -0,01 

30 7,24 7,44 -0,20 7,22 0,02 

38 7,89 6,80 1,09 7,19 0,70 

41 8,10 7,69 0,41 7,94 0,16 

              a 
valores em pIC50. 

b
 Diferença entre os logaritmos dos valores experimentais e preditos. 

 

 

 
 

Figura 5.15 - Valores de pIC50 preditos versus valores experimentais correspondentes para os 
compostos dos conjuntos treinamento (azul) e teste (rosa) para os alinhamentos 
estruturais baseados A) nas estruturas minimizadas dos análogos do discodermolídeo 
e B) na estrutura do receptor. 

 

O modelo de QSAR 3D CoMFA construído para o alinhamento baseado na estrutura 

do receptor possui maior capacidade preditiva que o modelo obtido para o alinhamento de 

corpo-rígido, como indicado pelo maior valor de r2
pred e pelos menores valores residuais, 

mostrados nas Tabelas 5.5 e 5.6, respectivamente. Além disso, as contribuições relativas 
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dos campos estéricos e eletrostáticos para a atividade biológica são diferentes para os dois 

modelos. Como apresentado na Tabela 5.6, o descritor de campos estéricos para o modelo 

baseado nas estruturas minimizadas dos análogos do discodermolídeo explicou 30% da 

variância dos dados, enquanto o descritor eletrostático foi o responsável pelos 70% 

restantes. Para o modelo baseado na estrutura do receptor, os campos estéricos e 

eletrostáticos correspondentes explicaram 53% e 47%, respectivamente. Esses resultados 

estão em concordância com estudos anteriores sobre a interação dos taxanos com a 

tubulina, utilizando QSAR clássico e 3D, que indicaram que a característica hidrofóbica dos 

substituintes e os parâmetros estéricos são cruciais para a atividade biológica e refletem 

diretamente o ambiente químico da cavidade de ligação na estrutura da β-tubulina214, 215. 

Além da predição dos valores da propriedade biológica para moléculas não incluídas 

no modelo, os modelos de QSAR 3D também fornecem sugestões a respeito das 

propriedades moleculares relacionadas à atividade biológica (Figura 3.8). Uma característica 

relevante do método CoMFA é a simples visualização das regiões estéricas e eletrostáticas 

no espaço responsáveis por aumentos e reduções nos valores da variável dependente em 

estudo (pIC50)
77, 131, 135, 136, 157. Os mapas de contorno 3D resultantes dos modelos CoMFA 

representam uma ferramenta para o entendimento das possíveis interações no sistema 

discodermolídeo-tubulina relacionadas à citotoxicidade.  

Os campos moleculares podem ser analisados considerando dois aspectos nos 

mapas de contorno resultantes dos modelos de QSAR 3D CoMFA: regiões estéricas 

desfavoráveis são representadas em amarelo e regiões favoráveis em verde, enquanto os 

contornos vermelhos representam regiões onde substituintes eletronegativos poderiam 

aumentar a atividade biológica e os contornos azuis indicam regiões onde grupos 

eletropositivos poderiam contribuir para o aumento da potência citotóxica. Para comparação, 

os mapas de contorno eletrostáticos para os modelos baseados no alinhamento de corpo-

rígido e na estrutura do receptor estão mostrados na Figura 5.16. Embora seja destacada a 

importância dos grupos C19-carbamato e carbonila da lactona, bem como a relevância dos 

substituintes eletronegativos próximos a C11, em ambos os modelos, apenas o modelo 

baseado na estrutura do receptor apresenta um contorno vermelho ao redor da região de 

(S)-C7, indicando que grupos eletronegativos (como aceptores de ligação de hidrogênio) 

estão relacionados ao aumento da potência antiproliferativa. Essas observações concordam 

com as evidências experimentais anteriores e com os modelos de HQSAR, que sugerem a 

importância dos substituintes em C19, (R)-C17-OH e (S)-C7-OH e do oxigênio carbonílico do 

anel lactona, para a citotoxicidade dos análogos do discodermolídeo32, 140, 194, 195. 
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Figura 5.16 - Mapas de contorno eletrostáticos. A) Alinhamento de corpo-rígido dos confôrmeros de 
baixa energia. B) Alinhamento baseado na estrutura do receptor. Maiores valores de 
pIC50 estão associados com maior carga positiva próxima aos campos azuis e maior 
carga negativa próxima aos campos vermelhos. O composto 46 é mostrado para 
referência

150
. 

 

Os mapas estéricos correspondentes para os dois alinhamentos moleculares 

utilizados estão mostrados na Figura 5.17. Os contornos verdes ao redor do anel lactona do 

discodermolídeo sugerem que substituintes volumosos poderiam ser favoráveis de acordo 

com os modelos gerados para ambos alinhamentos. Entretanto, apenas os mapas estéricos 

para o modelo baseado na estrutura do receptor explicam em maiores detalhes que grupos 

ainda mais volumosos nessa região poderiam ser detrimentais para a potência citotóxica, 

como enfatizado pelas regiões estéricas desfavoráveis, em amarelo. Além disso, o 

substituinte ligado a C14 é importante para o aumento da citotoxicidade, sendo que esse 

resultado também confirma estudos anteriores e os resultados das análises de QSAR 2D196. 
 

 
 

Figura 5.17 - Mapas de contorno estéricos. A) Alinhamento de corpo-rígido dos confôrmeros de 
baixa energia. B) Alinhamento baseado na estrutura do receptor. Maiores valores de 
pIC50 estão associados com grupos mais volumosos próximos aos campos verdes e 
menor volume próximo aos campos amarelos. O composto 46 é mostrado para 
referência

150
. 
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O modelo 3D baseado na estrutura do receptor, construído nesse trabalho, também 

concorda com o ambiente químico da cavidade do taxol na β-tubulina, como ilustrado na 

Figura 5.18. A importância dos substituintes C19-carbamato, (R)-C17-OH, C14-CH3 e (S)-C7-

OH, e do anel lactona, corrobora com os sítios de interação na cavidade da β-tubulina, 

formados pelos resíduos de Asp26, Gly360, Phe270, Arg276, Arg282 e His22732, 140, 194, 195. A 

identificação dessas características estruturais pode ser útil no planejamento de novos 

ligantes da tubulina estruturalmente relacionados com potência otimizada e estrutura mais 

simples. 

 

 
 
Figura 5.18 - Modelo 3D para o discodermolídeo na cavidade da β-tubulina (código PBD: 1TVK) 

juntamente com os campos estéricos e eletrostáticos resultantes do modelo de QSAR 
3D CoMFA baseado na estrutura do receptor

150
. 

 

 O entendimento das interações intermoleculares entre uma proteína e seus 

moduladores é importante para o planejamento de compostos apresentando propriedades 

como potência e afinidade apropriadas. Nesse trabalho, modelos preditivos de QSAR 2D e 

3D foram construídos, empregando os métodos HQSAR e CoMFA. A partir da modelagem 

de HQSAR foi possível propor modelos de ligação para os análogos flexíveis do 

discodermolídeo e a β-tubulina e, a partir dos estudos de QSAR 3D CoMFA, foram 

destacadas regiões 3D no espaço onde modificações das características estéricas e 

eletrostáticas poderiam levar ao aumento da potência antiproliferativa. Os modelos foram 

compatíveis com o ambiente químico da superfície de interação do taxol na β-tubulina e, 

portanto, podem ser usados para orientar a proposição de modificações estruturais e o 

planejamento baseado na estrutura do receptor de novos ligantes da tubulina. A integração 
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dos métodos de QSAR 2D, 3D e de docagem molecular foi uma estratégia útil para a 

proposição das características químicas e estruturais possivelmente responsáveis pela 

afinidade de ligação ao receptor e consequente estabilização dos microtúbulos e 

propriedades antitumorais para essa série de análogos do discodermolídeo. 

 

 

5.2 PROPOSIÇÃO DE UM MODELO FARMACOFÓRICO BASEADO EM PRODUTOS NATURAIS 

MODULADORES DA β-TUBULINA COM POTENTE AÇÃO ANTITUMORAL 

 

 

 Para a proposição dos requerimentos farmacofóricos para ligação à β-tubulina e 

promoção da estabilização dos microtúbulos, estratégias de SBDD e LBDD foram 

empregadas. Para este estudo, foram utilizadas as características químicas das estruturas 

de três agentes estabilizadores de microtúbulos de origem natural – taxol, epotilona A e 

discodermolídeo, em seus modelos de conformação bioativa – assim também como a 

informação estrutural sobre a cavidade de interação da β-tubulina. Os promotores da 

polimerização de tubulina selecionados – taxol, epotilona A e discodermolídeo – são 

oriundos de fontes naturais bastante diferentes – cascas de árvores, fermentação de 

mixobactérias e esponjas marinhas, respectivamente – e também apresentam estrutura 

química diversa (Figuras 1.3 e 1.6). Apesar dessa significativa variação, esses compostos 

competem pela mesma cavidade de interação na β-tubulina, mas a exploram de maneira 

diferente, como apresentado na Figura 5.11 para os complexos cristalográficos de taxol e 

epotilona A com tubulina e para um dos modelos de interação propostos para o 

discodermolídeo40, 46, 211. Portanto, em teoria seria possível identificar padrões de 

reconhecimento molecular comuns para essas estruturas de esqueletos diferentes, os quais 

poderiam evidenciar as interações intermoleculares essenciais para o processo de 

estabilização dos microtúbulos191. 

 

 

5.2.1 Identificação de características estereoeletrônicas comuns 

 

 

Para a identificação das características químicas comuns aos ligantes estudados, a 

informação estrutural para o taxol e a epotilona A foi extraída a partir das estruturas dos 

seus complexos cristalográficos com a tubulina (códigos PDB: 1JFF e 1TVK), considerada 

como a conformação bioativa correta e interpretada em termos das suas características 

químicas35, 187. Hibridação, características de ligação e átomos tipo foram verificados 

utilizando o programa SYBYL 8.0. Os átomos de hidrogênio foram adicionados na geometria 

padrão. Para o discodermolídeo, os modelos de conformação bioativa propostos a partir dos 
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estudos de QSAR 2D e 3D foram empregados. As energias de cada conformação para cada 

modulador foram calculadas empregando o campo de forças Tripos e as cargas parciais 

foram assinaladas segundo o método clássico de Gasteiger–Hückel.  

Para as conformações selecionadas dos ligantes, os campos de interação molecular 

hidrofóbicos e doador e aceptor de ligação de hidrogênio foram calculados utilizando uma 

sonda de carga positiva (+1), de raio 1, propriedades de hidrofobicidade e  de ligação de 

hidrogênio +1 e um fator de atenuação de 0,3 para a função Gaussiana dependente 

dasdistância, de acordo com os campos gerados pelo método CoMSIA159. A grade 

tridimensional reticulada foi gerada como descrito para o método CoMFA e as energias de 

interação hidrofóbicas e de ligação de hidrogênio calculadas em cada vértice. Os campos de 

interação hidrofóbicos e doador e aceptor de ligações de hidrogênio foram analisados em 

diferentes valores limites de energia. Os campos de interação molecular para os produtos 

naturais estabilizadores de microtúbulos estudados podem ser visualizados na Figura 5.19, 

em que as energias de interação hidrofóbicas atrativas estão mostradas em amarelo e as 

repulsivas em cinza. As regiões para doadores de ligações de hidrogênio estão coloridas em 

azul e para aceptores de ligações de hidrogênio em rosa.  

 

 
 
Figura 5.19 - Campos de interação molecular hidrofóbicos favoráveis (amarelo) e hidrofílicos (cinza) 

e campos de interação molecular doadores (azul) e aceptores (rosa) de ligação de 
hidrogênio para A) Taxol; B) Epotilona A e C) Discodermolídeo. O limite de valores das 
energias de interação hidrofóbicas foi selecionado para a faixa de -38 a -36 kcal/mol, e 
as hidrofílicas entre -40 e -30 kcal/mol. Para doadores de ligação de hidrogênio, as 
energias foram selecionadas para o limite de -13 kcal/mol e para aceptores entre -40 e 
-33 kcal/mol. 
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5.2.2 Identificação de subsítios comuns de interação 

 

 

Os mapas de interação molecular, polares e não polares, para cada ligante foram 

comparados aos seus posicionamentos na cavidade da β-tubulina (Figura 5.11). Alguns 

subsítios de interação comuns, possivelmente importantes para a atividade dos diferentes 

moduladores, foram identificados. Como se pode observar a partir dos mapas de interação 

molecular (Figura 5.19), há uma região hidrofóbica aproximadamente comum representada 

pelo anel fenil do éster benzoato no taxol, que penetra profundamente num bolsão 

hidrofóbico delimitado pelos resíduos Asp224 e His227 (Figura 5.11). Essa região 

corresponde aproximadamente à posição do anel lactona do discodermolídeo (que 

apresenta características mais hidrofílicas). O grupo tiazol da epotilona A, que também 

apresenta características hidrofóbicas (Figura 5.19) não penetra profundamente na 

cavidade, mas interage lateralmente com o bolsão (Figura 5.11). Além disso, existe outra 

região hidrofóbica comum importante, representada pelo substituinte metila em C14 e C16 no 

discodermolídeo, que corresponde ao mesmo substituinte em C4 e C8 no arcabouço da 

macrolactona da epotilona A. Para os grupos doadores de ligação de hidrogênio existe uma 

região bastante proeminente representada pelo grupo NH da amida no taxol e do carbamato 

no discodermolídeo. Esse grupo se dispõe na direção do resíduo de Asp26 na parte superior 

da cavidade de interação. Entretanto, essa interação polar não é explorada pelo esqueleto 

da epotilona A (Figuras 5.11 e 5.19).   

O assoalho da cavidade de interação parece bastante importante para a formação de 

ligações de hidrogênio com os estabilizadores de microtúbulos (Figura 5.11). Como 

mostrado nos mapas para grupos aceptores de ligação de hidrogênio, o oxigênio carbonílico 

do éster benzoato do taxol, da macrolactona da epotilona e da lactona do discodermolídeo 

podem estabelecer ligações de hidrogênio com resíduo de Arg276, carregado 

positivamente. Para a epotilona e para o taxol, até duas ligações de hidrogênio podem ser 

estabelecidas entre esses grupos. Já para o discodermolídeo, a segunda interação com 

Arg276 é provavelmente mediada pelo substituinte C7-OH, como sugerido pelos estudos de 

QSAR 2D e 3D e os mapas para aceptores de ligação de hidrogênio. Arg282 também pode 

doar ligações de hidrogênio para os grupos hidroxila em C7 da epotilona, C11 do 

discodermolídeo e cicloexanol do taxol (Figuras 5.18 e 5.19). Além disso, tanto doadores 

quanto aceptores de ligações de hidrogênio podem ser grupos importantes para a interação 

com o resíduo de Thr274 para os três ligantes estudados. Os estudos das relações 

estrutura-atividade em análogos de epotilonas demonstram que essa rede de ligações de 

hidrogênio é importante para a atividade dos análogos da epotilona A e do taxol35, 37.  
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5.2.3 Construção e refinamento dos modelos 

 

 

A partir da identificação de resíduos de aminoácidos na cavidade da tubulina que são 

possivelmente importantes para a interação com ligantes, e da sobreposição dos grupos 

químicos nas moléculas envolvidas nessas interações ligante-receptor, modelos 

representativos da hipótese formulada foram construídos e refinados com o programa 

UNITY163, variando-se características como a posição tridimensional dos centróides dos 

requerimentos farmacofóricos selecionados, raios de tolerância para cada uma das 

características farmacofóricas, distâncias entre os centróides de requerimentos 

farmacofóricos escolhidos e demais restrições (características obrigatórias e opcionais), 

num total de 35 diferentes variações do modelo. A seletividade dos modelos obtidos foi 

avaliada utilizando a busca 3D rígida e flexível dos moduladores utilizados para a 

proposição dos modelos, o que permitiu a seleção do melhor modelo farmacofórico, 

mostrado na Figura 5.20.  

As seguintes características foram incorporadas: i) duas regiões favoráveis para 

interação com grupos aniônicos ou aceptores de ligação de hidrogênio, próximas aos grupos 

guanidina positivamente carregados das cadeias laterais dos resíduos de Arg276 e Arg282 

(em vermelho, ambas obrigatórias); ii) uma região favorável para interação com grupos 

doadores ou aceptores de ligação de hidrogênio, próxima à cadeia lateral do resíduo de 

Thr274 (em roxo, opcional); iii) uma região favorável para interação com grupos doadores de 

ligação de hidrogênio, próxima ao grupo carbonila da cadeia principal do resíduo de Thr274 

(em azul, opcional); (iv) duas regiões favoráveis para interação com grupos hidrofóbicos, a 

primeira para interação no bolsão delimitado pelos resíduos de Asp226 e His227, incluindo a 

tríade de leucinas Leu215, Leu217 e Leu228 , e a segunda próxima ao grupo benzila do 

resíduo de Phe270 (em amarelo, a primeira obrigatória e a segunda opcional); (V) uma 

região favorável para interação com grupos doadores de ligação de hidrogênio ou 

catiônicos, próxima ao grupo carboxilato da cadeia lateral do resíduo de Asp26 (em azul, 

opcional).  

O modelo farmacofórico proposto pode ser utilizado como uma ferramenta para o 

entendimento das interações intermoleculares nesse sistema de alta complexidade, 

podendo ser útil na integração com estratégias de triagem virtual e síntese planejada para a 

identificação e obtenção de novos moduladores da tubulina com atividade antiproliferativa. 
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Figura 5.20 - Modelo farmacofórico 3D final proposto (código PBD: 1TVK). Azul, doador de ligação 

H; vermelho, aceptor de ligação H; roxo, doador ou aceptor de ligação H; amarelo, 
região hidrofóbica. Raios de tolerância de 2,8 Ǻ, exceto para a região hidrofóbica 
próxima a Asp224, de 5,8 Ǻ. As distâncias entre os centróides não foram restritas. 

 

 

5.2.4 Proposição de um modelo farmacofórico simplificado 

 

 

Os estudos baseados na estrutura dos ligantes e da estrutura da β-tubulina 

demonstram que a subcavidade hidrofóbica delimitada pelos resíduos de Asp224 e His227 e 

o subsítio formado pelo assoalho da cavidade de interação (principalmente por Thr274, 

Arg276 e Arg282) são regiões importantes para a proposição de ligantes de estrutura 

química mais simples, capazes de se ancorar no sítio e possivelmente modular a atividade 

da tubulina (Figuras 5.18 e 5.20). A partir dessas informações, um modelo farmacofórico 3D 

simplificado foi proposto, contendo as características representadas na Figura 5.21: i) duas 

regiões favoráveis para interação com grupos aniônicos (Arg276 e Arg282, obrigatórias); ii) 

uma região favorável para interação com grupos doadores ou aceptores de ligação de 

hidrogênio (cadeia lateral da Thr274, opcional); iii) uma região favorável para interação com 

grupos doadores de ligação de hidrogênio (cadeia principal da Thr274, opcional); e (iv) uma 

região favorável para interação com grupos hidrofóbicos (Leu215, Leu217 e Leu228, 

obrigatória).  Esse modelo simplificado pode ser utilizado para a identificação de ligantes de 

fragmentos ou ligantes menos complexos com posterior potencial de otimização utilizando o 

modelo mostrado na Figura 5.21. 
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Figura 5.21 - Modelo farmacofórico simplificado 3D (código PBD: 1TVK). Azul, doador de ligação H; 
vermelho, aceptor de ligação  H; roxo, doador ou aceptor; amarelo, região hidrofóbica. 
Raios de tolerância de 2,8 Ǻ, exceto para a região hidrofóbica próxima a Asp224, de 
5,8 Ǻ. As distâncias entre os centróides não foram restritas. 

 

 

5.3 TRIAGEM VIRTUAL DE PROMOTORES DA POLIMERIZAÇÃO DE MICROTÚBULOS 

 

 

Num procedimento de triagem virtual baseado na estrutura do receptor, em que a 

docagem molecular é utilizada para a predição das múltiplas interações intermoleculares 

entre os grupos funcionais das moléculas pequenas e os resíduos de aminoácidos 

formadores da cavidade do receptor, objetiva-se avaliar o grau de complementaridade, 

estérica e eletrostática, entre os milhares de compostos presentes nas bases de dados e a 

cavidade de interação da macromolécula-alvo. A aplicação de restrições fundamentadas nas 

características das moléculas que conhecidamente interagem com o receptor e nas 

propriedades da cavidade alvo tem demonstrado melhores resultados nas taxas de sucesso 

para os compostos mais bem classificados em procedimentos de triagem virtual77, 97, 111.  

As estruturas de cristalografia eletrônica da cavidade da β-tubulina em complexo com 

estabilizadores pertencentes a diferentes classes químicasp foram obtidas em resoluções 

relativamente baixas (2,89 Ǻ a 3,70 Ǻ)35, 187, 216. A utilização de filtros hierárquicos, baseados 

no conhecimento das características dos ligantes e da cavidade, para identificação de novos 

estabilizadores dos microtúbulos utilizando triagem virtual é, portanto, uma estratégia 

                                                           
p
 As estruturas dos polímeros de tubulina estabilizadas por zinco em complexo com taxol, taxotere e 
epotilona A estão depositadas no PBD sob os códigos 1JFF, 1 TUB e 1TVK, respectivamente

35, 187, 

216
. 
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plausível nesse sistema. A estratégia para a triagem virtual, executada em colaboração com 

o Prof. Dr. Rafael Guido, está esquematizada na Figura 5.22. 

 

 
 
Figura 5.22 - Filtros hierárquicos sucessivos utilizados na estratégia de triagem virtual para a 

identificação de estabilizadores de microtúbulos.  
 

 

5.3.1 Filtragem 2D das bases de dados 

 

 

As análises das características dos ligantes e da cavidade de interação do taxol 

demonstraram a importância do bolsão hidrofóbico e das redes de ligações de hidrogênio 

para o ancoramento de ligantes no assoalho do sítio de interação da β-tubulina, que inclui 

dois resíduos de arginina (Arg276 e Arg282). Localizadas nas porções terminais da 

subcavidade, as cadeias laterais desses resíduos apresentam o grupo guanidina, que está 

protonado em pH fisiológico, e portanto, carregado positivamente (Figuras 5.20 e 5.21). 

Essa característica pode ser explorada para interação com moléculas pequenas que 

apresentam grupos de cargas opostas, uma vez que as interações eletrostáticas estão entre 

as mais importantes interações intermoleculares presentes nos complexos de proteínas com 

ligantes em sistemas biológicos217, 218. Dessa forma, foi utilizada uma coleção dirigida de 

compostos contendo moléculas que apresentavam grupos químicos carregados 

frequentemente encontrados em complexos cristalográficos interagindo com grupos 

guanidina de resíduos de arginina. Esses grupos incluíram os carboxilatos, sulfonatos e os 

fosfonatos, mostrados na Figura 5.23.  
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Figura 5.23 - Grupos funcionais negativamente carregados recorrentemente encontrados 

interagindo com grupos guanidina de resíduos de arginina em complexos ligante-
proteína

218
. 

 

O processo de filtragem 2D foi realizado no banco de dados de moléculas 

comercialmente disponíveis ZINC, versão 11 (disponível em http://zinc.docking.org/), através 

da busca por moléculas contendo, como subestruturas, os grupos carregados 

negativamente selecionados219. As regras de Lipinski também foram utilizadas no processo 

de filtragem125. Após a filtragem de toda a base de dados comercialmente disponível, foram 

selecionados 8700 moléculas contendo grupos carregados negativamente possivelmente 

capazes de interagir com os resíduos de arginina da cavidade do taxol. 

 

 

5.3.2 Aplicação do filtro 3D no processo de triagem virtual 

 

 

O modelo farmacofórico simplificado (Figura 5.21) foi utilizado como um filtro 

hierárquico 3D (Figura 5.22), previamente à etapa de docagem molecular, para selecionar 

os compostos possivelmente capazes de estabelecer as interações intermoleculares 

essenciais com o receptor, de acordo com as restrições impostas pelo modelo, e ao mesmo 

tempo para descartar aqueles compostos que não podiam se ajustar a esses requerimentos. 

Os 8700 compostos negativamente carregados foram submetidos a buscas flexíveis 3D no 

programa UNITY e aproximadamente 6200 compostos foram então selecionados para os 

estudos de docagem molecular. Os mil compostos mais bem classificados foram avaliados 

pelo programa Surflex (SYBYL 8.0) e os 300 compostos mais bem classificados por 

consenso foram selecionados para inspeção visual.   

 

 

5.3.3 Seleção dos compostos para aquisição e avaliação biológica 

 

 

Após a inspeção visual dos compostos mais bem classificados utilizando 

combinações de diferentes funções de pontuação, aproximadamente 20 compostos foram 

selecionados para aquisição e avaliação biológica. Os posicionamentos de 3 compostos 

representativos selecionados estão mostrados na Figura 5.24.  
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Figura 5.24 - Posicionamentos de três compostos representativos (verde), selecionados dentre os 

mais bem pontuados nos procedimentos de docagem molecular. Interações polares 
são mostradas em linhas tracejadas. Resíduos importantes para interações são 
mostrados em bastão. Código PDB: 1TVK. Átomos de hidrogênio não são mostrados 
para maior clareza.  
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Os resultados da avaliação biológica dos compostos selecionados poderão ser 

importantes não só para a identificação de novos estabilizadores de microtúbulos com 

estrutura química simplificada, mas também para a validação dos modelos de interação 

desenvolvidos durante esse trabalho. De acordo com as predições de alvos moleculares 

possíveis, baseadas na similaridade dos ligantes220, no site da ZINC (http://zinc.docking.org), 

o segundo composto mostrado (Figura 5.24 B), um aminoácido, é possivelmente um ligante 

dos receptores metabotrópicos de glutamato. De fato, altas concentrações de glutamato, ou 

análogos de glutamato, como o cainato, induzem polimerização de tubulina221-223. O terceiro 

composto (Figura 5.24 C), além de possuir o esqueleto básico β-lactâmico típico dos 

inibidores de β-lactamases, pode ser ainda um inibidor da proteína inibidora de apoptose 3, 

também relacionada ao câncer. Para o primeiro composto selecionado, um análogo de 

purina, nenhum alvo molecular foi predito (Figura 5.24 A). 

 

 

5.4 ENSAIOS DE POLIMERIZAÇÃO DA TUBULINA 

 

 

5.4.1 Estabelecimento das condições padrão de reação 

 

 

Alguns compostos selecionados a partir das estratégias de simplificação molecular 

descritas nessa tese foram avaliados experimentalmente para determinação do efeito na 

polimerização da tubulina purificada in vitro. As melhores condições de reação encontradas 

estão resumidas na Tabela 5.7. Nas condições selecionadas, a curva de polimerização da 

tubulina apresentou as 3 fases características da formação dos microtúbulos, denominadas 

nucleação (fase I), crescimento (fase II) e equilíbrio (fase III) mostradas na Figura 5.25 A 

(Figura 4.2) 179, 224, 225.  Um máximo de emissão foi atingido em aproximadamente 40 min do 

início da reação (2400 s), a partir do qual a fase estacionária foi atingida na ausência de 

ligantes. Quando há depleção de GTP, que é convertido em GDP durante o processo de 

formação do polímero, há o deslocamento do equilíbrio da dinâmica de polimerização-

despolimerização, favorecendo a despolimerização, com redução nos valores das unidades 

de fluorescência (Figuras 1.5 e 4.2)26, 172, 180, 224. 

Os compostos que interagem com a tubulina alteram uma ou mais dessas fases 

típicas de polimerização e por isso a importância de sua caracterização226-228. Na Figura 5.25 

B estão demonstrados, como exemplo, os efeitos da adição de taxol (concentração final 4 

µM) ou de colchicina (concentração final 5 µM) à mistura reacional padrão. Como se pode 

notar, o taxol reduz significativamente a duração da fase de nucleação e aumenta a 
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velocidade máxima da fase de crescimento e a quantidade final de polímero formado, 

enquanto a colchicina provoca redução da quantidade de polímero formado226-228. 

 

Tabela 5.7 - Condições de reação selecionadas para os ensaios de polimerização de tubulina 
purificada in vitro. 

 

Parâmetro Condição selecionada 

Concentração de tubulina e tampão 18 µM (2 mg/mL) em 80 mM de tampão PIPES; 2 mM 
de MgCl2; 0,5 mM EGTA e 1 mM GTP 

Concentração de glicerol 15%, podendo ser alterada  

Leitura/temperatura Acompanhada durante 1 h a 37º C (temperatura 
rigorosamente controlada). As leituras são feitas 
aproximadamente a cada 30 s para a construção da 
curva. Para as determinações da porcentagem de 
polimerização, os valores após 20 min do início da 
polimerização são utilizados. 

Tipo/frequência de agitação Antes de iniciar as leituras, agitação orbital dupla 
rápida por 1 min. Entre as medidas, agitação linear 
lenta por 1 s. 

 

 

 
 
Figura 5.25 - A) Comportamento típico da curva de polimerização da tubulina purificada nas 

condições padrão
179, 224, 225, 227

. B) Efeitos dos padrões de promoção (Taxol, 
concentração final 4 µM) e inibição (colchicina, concentração final 5 µM) da 

polimerização da tubulina nas curvas padrão
226-228

. 

 

As condições de reação podem ser modificadas para se adequar a requerimentos 

particulares, por exemplo, para realçar as alterações provocadas por inibidores ou 

promotores da polimerização de tubulina. Concentrações menores de glicerol podem ser 

úteis para a detecção de promotores da polimerização enquanto concentrações maiores 

(20%) são úteis na detecção de inibidores. Na Figura 5.26, estão apresentadas as variações 

nas curvas utilizando diferentes concentrações de glicerol. Como se pode notar, para a 

detecção específica de promotores da estabilização dos microtúbulos, concentrações 

menores de glicerol podem ser utilizadas (5.26 A), enquanto para detecção de inibidores, 
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concentrações de até 20% podem ser empregadas (5.26 B). Para a triagem inicial dos 

compostos, entretanto, a concentração padrão de glicerol (15%) foi utilizada, podendo ser 

alterada nas etapas posteriores. Entretanto, deve-se notar que pequenas alterações nas 

concentrações do glicerol podem alterar significativamente as curvas de polimerização, 

razão pelas quais quantidades exatamente medidas devem ser utilizadas para a reação221, 

229. 

 

 
 
Figura 5.26 - Efeitos provocados por diferentes concentrações de glicerol no comportamento da 

curva de polimerização da tubulina. A concentração de 15% é a concentração padrão. 
A) Na ausência de glicerol, a polimerização é mais suave e B) Na presença de glicerol, 
o processo de polimerização é aumentado. 

 

 

5.4.2 Determinação da potência de promoção da polimerização (EC50) do taxol 

 

 

As avaliações iniciais das intensidades de promoção da polimerização concentração-

dependente provocadas pelo taxol foram realizadas, nas condições padrão, para as 

concentrações de 0,25, 1, 4 e 20 µM de taxol (DMSO 0,2%), uma vez que os dados da 

literatura apontavam para um valor de EC50 próximo a 1 µM169-171, 173. Não houve diferenças 

significativas no processo de polimerização nas concentrações de 4 ou 20 µM de taxol, 

podendo-se, portanto, aproximar que 4 µM de taxol provocam polimerização máxima. 

Curvas representativas, correspondendo à média das medidas em duplicata, estão 

mostradas na Figura 5.27 A. As leituras dos valores de emissão, realizadas após 20 min do 

início da polimerização, durante a fase de crescimento do polímero, demonstram que o valor 

de EC50 para o taxol está próximo de 1 µM.  

 As medidas dos valores de porcentagem da polimerização máxima nas diferentes 

concentrações de taxol avaliadas resultaram na construção de gráficos como o apresentado 

na Figura 5.27 B. Utilizando regressão não-linear de melhor ajuste para essa curva, obteve-

se um valor de 0,98 µM para EC50 do taxol.  
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Figura 5.27 - A) Efeitos na polimerização da tubulina causados pela adição de concentrações 

crescentes de Taxol. B) Determinação da potência do taxol. 
 

 

5.4.3 Determinação da potência de inibição da polimerização (IC50) da colchicina 

 

 

As avaliações iniciais das intensidades de inibição da polimerização dose-

dependente provocadas pela colchicina foram realizadas, nas condições padrão, para as 

concentrações de 1, 2, 10 e 20 µM de colchicina (DMSO 1%), uma vez que os dados da 

literatura apontavam para um valor de IC50 próximo a 5 µM169, 174-176.  Não houve diferenças 

significativas na inibição da polimerização provocada por 10 ou 20 µM de colchicina. A partir 

dos dados obtidos, com as leituras em duplicata realizadas após 20 min do início da 

polimerização, pode-se inferir que a potência da colchicina está em torno de 0,61 µM, como 

exemplificado pela curva da Figura 5.28. 

 

 
 
Figura 5.28 - Determinação da potência da colchicina. 
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5.4.4 O efeito aparente do co-solvente orgânico na polimerização da tubulina 

 

 

 Primeiramente, foi estudado o efeito provocado pelo co-solvente orgânico (DMSO) 

nas curvas de polimerização na ausência de ligantes169-173, 175. Como mostrado na Figura 

5.29, concentrações acima de 5% (v/v) de DMSO provocam um aumento bastante abrupto 

na leitura da intensidade de fluorescência. Mesmo para concentrações de 1% do co-

solvente orgânico já são verificados efeitos de aumento da intensidade de emissão. Esse 

efeito provocado pelo co-solvente, se não for considerado nas avaliações biológicas, pode 

resultar em falso-positivos, como exemplificado na Figura 5.30. Dessa forma, as 

concentrações do co-solvente devem ser cuidadosamente consideradas nos ensaios 

biológicos. 

 

 
 
Figura 5.29 - Efeitos das concentrações DMSO (v/v) nas curvas de polimerização da tubulina. 

Concentrações tão pequenas quanto 1% v/v do co-solvente provocam alterações na 
curva padrão de polimerização. 

 

 

 
 
Figura 5.30 - A) Concentrações de DMSO tão baixas como 1% (v/v) podem resultar em falso-

positivos nas avaliações biológicas se não consideradas no controle negativo, como 
demonstrado para o fragmento 6. B) Quando DMSO 1% é utilizado como branco, 
percebe-se que o aumento aparente na polimerização em A foi na realidade provocado 
pelo co-solvente. 
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 Uma vez que a maioria dos compostos que interage com a tubulina é pouco solúvel 

em água, resultando que concentrações de solvente orgânico de pelo menos 1% (v/v) são 

requeridas para os testes, os valores de potência biológica para o taxol e a colchicina foram 

determinados em diferentes concentrações de DMSO para verificar o efeito aparente do co-

solvente nas medidas. Os resultados estão apresentados na Tabela 5.8. 

 

Tabela 5.8 - Potências biológicas aparentes dos controles taxol e colchicina em diferentes 
concentrações de DMSO como co-solvente orgânico. 

 

% de DMSO (v/v) Colchicina (IC50) Taxol (EC50) 

0,2 % - 0,9 µM 

1 % 0,6 µM 1,1 µM 

2.5 % 7,8 µM 0,5 µM 

4 % 29,7 µM - 

   

Para concentrações crescentes de DMSO, houve um aumento considerável no valor 

do IC50 para a colchicina. Entretanto, alterações significativas no valor de EC50 para o taxol 

não foram observadas. A partir desses resultados, a concentração final de DMSO 1% (v/v) 

foi selecionada para os ensaios de avaliação biológica dos compostos selecionados. 

 

 

5.5 SIMPLIFICAÇÃO MOLECULAR 

 

 

5.5.1 Triagem biológica de fragmentos 

 

 

 Taxol, taxotere, epotilona A, discodermolídeo, dictiostatina, eleuterobina e 

cicloestreptina possuem estruturas químicas bastante complexas, contendo vários centros 

estereogênicos (Figuras 1.3, 1.6 e 1.7). A complexidade sintética e as pequenas 

quantidades obtidas por meio do isolamento desses compostos a partir de suas fontes 

naturais são fatores essenciais que impulsionam a procura por moléculas mais simples, 

capazes de modular a dinâmica dos microtúbulos. Em trabalhos anteriores, demonstrou-se a 

atividade inibitória da migração celular, em ensaios de wound healing, de compostos 

menores, intermediários da síntese de moléculas mais complexas, sintetizadas no 

Laboratório de Química Orgânica Sintética, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Carlos Dias, na 

UNICAMP230, 231. Por essa razão, intermediários da síntese da dictiostatina, sintetizados no 

mesmo laboratório, foram avaliados em relação ao seu efeito na polimerização da tubulina 

purificada in vitro. Esses fragmentos foram sintetizados utilizando rotas sintéticas 

alternativas, que não tinham sido descritas na literatura para a síntese da dictiostatina, e, 
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portanto, poderiam ser capazes de gerar intermediários de reação inéditos, que poderiam 

ser empregados em estudos de SAR232. 

 As condições padrão de reação foram utilizadas para a avaliação bioquímica dos 

sete intermediários e fragmentos apresentados na Figura 5.31. Esses compostos foram 

avaliados em concentração única de 50 µM, concentrações aproximadamente 50-100 vezes 

maiores que os valores determinados de potência para o taxol e a colchicina. As medidas 

foram feitas em duplicata em dois experimentos independentes. 

Nenhum dos fragmentos avaliados em concentração única de 50 µM provocou 

alterações na curva de polimerização da tubulina. Alguns trabalhos apontam, entretanto, que 

a triagem biológica inicial para a identificação de agentes antitubulina, especialmente para 

ligantes que interagem na cavidade de ligação do taxol, deveria ser realizada em 

concentrações mais altas dos ligantes, o que poderia ser ainda mais razoável no caso de 

fragmentos, que são em geral menos potentes e podem ser estruturalmente modificados. 

Por essa razão, dependendo de sua solubilidade, os compostos poderiam ser novamente 

avaliados em concentrações próximas a 1 mM. Concentrações na faixa do baixo molar já 

foram descritas em procedimentos de triagem na literatura221. 

 

 
 
Figura 5.31 - Intermediários sintéticos avaliados pelo ensaio de polimerização da tubulina em 

concentração única de 50 µM. 
 

 

5.5.2 Análogos simplificados do taxol e estabilizadores de microtúbulos 

 

 

 O taxol é um diterpenoq que apresenta estrutura química complexa e atividade 

citotóxica em uma variedade de linhagens de células de câncer. Outros produtos naturais 

estabilizadores de microtúbulos com estruturas químicas complexas e diversas foram 

identificados (Figuras 1.6 e 1.7) O mecanismo de ação comum desses compostos sugere a 

existência de uma cavidade de interação compartilhada53, 57, 233. 

                                                           
q
 Os diterpenos contêm um esqueleto central formado por 20 átomos de carbono e são encontrados 
em muitas famílias de plantas e alguns animais. Esses compostos possuem diversas propriedades 
biológicas, incluindo a atividade citotóxica do taxol e a eleuterobina

233
. 
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Os clerodanos constituem uma das classes estruturais dos diterpenos que contêm 

quatro estereocentros contíguos num anel cis- ou trans-decalina (Figura 5.32)233, 234. As 

casearinas, casearrupestrinas, caseanigrescenas e caseobliquinas são diterpenos 

clerodanos tricíclios oxigenados isoladas dos extratos de espécies de Casearia que têm 

demonstrado atividade antiproliferativa em várias linhagens celulares. Dentre elas, a 

casearina X (Figura 5.33), recentemente isolada, demonstra relevante atividade citotóxica 

em linhagens celulares de leucemia, melanoma e gioblastoma, além de capacidade de 

induzir apoptose, efeito também provocado por agentes antimitóticos, como taxol e 

eleuterobina235-239. As relações entre a estrutura química e atividade biológica das 

casearinas têm sido desvendadas ao longo dos últimos anos. Os substituintes acila na 

posição 6 são importantes para a atividade citotóxica, assim também como a presença do 

anel tetraidrofurano formado por C18 e C19 (Figura 5.32)235, 236. Compostos relacionados, 

como as bucidarasinas, isoladas de Bucida buceras, possuem atividade citotóxica que se 

mantém mesmo em linhagens de células de câncer resistentes ao taxol, sugerindo que o 

mecanismo de ação responsável pela atividade antiproliferativa desses produtos naturais 

não deve estar associado com a estabilização de microtúbulos240. Entretanto, as 

conformações de baixa energia para as estruturas das caseobliquinas, obtidas com o campo 

de forças Tripos, indicam que é possível que esses diterpenos clerodanos adotem uma 

conformação parecida com a conformação do tipo borboleta do taxol na sua cavidade de 

interação na β-tubulina. A presença do sistema de anéis fundidos não-aromáticos nas 

caseobliquinas (sistema decalina) é outro indicativo de que possam provocar seus efeitos 

antimitóticos a partir da interação com o sítio do taxol, pois, além dos taxanos, o GS-164, um 

estabilizador de microtúbulos sintético de baixa potência, possui um sistema de anéis 

fundidos tetraidro-oxazolo-oxazol possivelmente relacionado aos requerimentos mínimos de 

ligação a essa cavidade241. Por essa razão, o efeito de três caseobliquinas na polimerização 

da tubulina foi investigado (Figura 3.33, uma delas é, na realidade, uma mistura de dois 

isômeros). Os compostos foram isolados pelo grupo da Profa. Dra. Vanderlan Bolzani239. 

Os compostos foram inicialmente ensaiados em concentração única de 50 µM e seus 

efeitos foram comparados àqueles provocados por Taxol em concentrações de 20 µM 

(polimerização máxima) e 10 µM (DMSO 1%). Os resultados indicaram que as 

caseobliquinas foram capazes de promover a polimerização da tubulina nas concentrações 

ensaiadas (Figura 5.34). Aparentemente, esses produtos naturais apresentam baixa 

potência. Com a finalidade de melhor entender as relações entre a estrutura química e a 

potência de promoção da polimerização dos microtúbulos, outras caseobliquinas estão 

sendo avaliadas e os valores de EC50 estão sendo determinados pelos doutorandos Ricardo 

Nascimento e Marília Valli.  



128 

 

 
 
Figura 5.32 - A) Estrutura geral do esqueleto carbônico dos clerodanos. B) Estrutura química da 

casearina X
234, 236

. 
 

 

 
 
Figura 5.33 – Estruturas das caseobliquinas ensaiadas

239
. 

 

 

 
 
Figura 5.34 - Efeito na polimerização da tubulina purificada in vitro provocado pelos clerodanos 

diterpenos avaliados. 
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Capítulo 6 

 
 

Planejamento de Inibidores da 

Polimerização da Tubulina 

 

"O correr da vida embrulha tudo, a vida é assim: esquenta e esfria, aperta e daí afrouxa, 

sossega e depois desinquieta. O que ela quer da gente é coragem."  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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A colchicina inibe a polimerização dos microtúbulos como consequência de sua 

interação na interface dos heterodímeros de αβ-tubulina. A podofilotoxina, um análogo de 

colchicina, possui mecanismo de ação semelhante (Figura 6.1). Entretanto, a utilização 

clínica desses produtos naturais é limitado em razão de sua elevada toxidez sistêmica22, 66, 

189, 242-244. A combretastatina A4 (Figura 6.1) é um  inibidor da polimerização dos microtúbulos 

que também interage no sítio da colchicina. Além de ser um potente inibidor da proliferação 

celular, a combretastatina A-4 ainda apresenta atividade antiangiogênica em baixas 

concentrações e seu pró-fármaco de fosfato encontra-se atualmente em fase clínica de 

desenvolvimento em humanos para o tratamento do câncer da tireóide. Em conjunto com 

todas essas razões, o fato de combretastatina A-4 não ser reconhecida pela glicoproteína-P, 

relacionada à multi-resistência de linhagens celulares aos fármacos disponíveis, e ter 

estrutura química significativamente mais simples que vários agentes antitubulina 

conhecidos, tem reforçado a importância do planejamento de ligantes do sítio da colchicina 

nos últimos anos54, 69, 70, 243, 245, 246. 

 

 
 
Figura 6.1 - Ligantes do sítio da colchicina. A) colchicina, B) combretastatina A-4, C) podofilotoxina 

e D) colcemida
66, 247

. 

 

A estrutura tridimensional do sítio de interação da colchicina e o mecanismo pelo 

qual a polimerização é bloqueada ao interagir com pequenos moduladores têm sido 

desvendados ao longo dos últimos anos. Os complexos de tubulina ligados à colchicinar e 

podofilotoxina, obtidos por cristalografias de raios-X (códigos PDB 1SA0 e 1SA1, 

respectivamente), sugerem que esses inibidores da polimerização interagem numa região 

da proteína em que previnem a reversão da conformação curvada do heterodímero de αβ-

tubulina para uma conformação reta, necessária para a formação dos protofilamentos, 

contendo várias unidades heterodiméricas (Figura 6.2). Os inibidores como a colchicina e a 

podofilotoxina, portanto, estabilizam as conformações curvadas dos heterodímeros, 

                                                           
r
 A estrutura 1SA0 foi obtida em complexo com um análogo da colchicina, 2-mercapto-colchicina. 
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provocando uma redução dos contatos laterais entre diferentes heterodímeros de αβ-

tubulina (Figura 6.3). A consequente despolimerização e instabilidade dinâmica do sistema 

tubulina/microtúbulos na presença de inibidores seria dessa maneira explicada248-250. 

 

 
 
Figura 6.2 - Representação esquemática dos efeitos provocados pelo taxol (estabilizador de 

microtúbulos) e colchicina (inibidor da polimerização, que previne a alteração para 
conformação alinhada dos heterodímeros, adequada para formação do polímero) no 
sistema tubulina-microtúbulos. Alterações no equilíbrio celular da polimerização-
despolimerização desencadeiam mecanismos que culminam em apoptose. 

 

 
 
Figura 6.3 - Comparação da estrutura do dímero de tubulina A) estabilizado por zinco em complexo 

com taxol, obtido por cristalografia eletrônica do polímero (código PDB 1JFF) e B) e 
ligado à colchicina (verde) na interface entre os monômeros α e β, obtido por 
cristalografia de raio X (código PDB 1SA0). Na presença de colchicina, os dímeros se 
curvam, dificultando a formação do polímero. 
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Os mecanismos através dos quais a colchicina inibe a polimerização dos 

microtúbulos vêm sendo extensivamente investigados desde a década de 70. Os estudos 

indicam que a colchicina se comporta como um ligante bifuncional, no qual o anel tropolona 

(anel C) se associa primeiramente com a tubulina, numa etapa rápida, seguida por uma 

etapa lenta de mudança conformacional, desencadeada pelo primeiro evento de ligação, 

que permite a formação de um subsítio para a interação do anel trimetoxifenila (anel A, 

Figura 6.1). O complexo colchicina-tubulina que se forma tem alta afinidade, mas se forma 

lentamente, e sua associação é quase irreversível. Entretanto, alguns compostos com 

modificações estruturais no anel ciclo-heptila (anel B), como a colcemida (Figura 6.1), 

podem se ligar mais rapidamente e de maneira reversível à tubulina. A podofilotoxina e a 

combretastatina A-4 compartilham o mesmo anel trimetoxifenila presente na colchicina e, 

portanto, é de se esperar que esses grupos compartilhem o mesmo subsítio de interação na 

estrutura da tubulina, como mostrado na Figura 6.4226, 247-253. 

 

 
 
Figura 6.4 - A) 2-mercapto-colchicina (amarelo, código PDB: 1SA0) e B) podofilotoxina (verde, 

código PDB: 1SA1) interagem na mesma região de interface dos heterodímeros de 
tubulina (α-tubulina em azul e β-tubulina em rosa) e seus grupos trimetoxifenila comuns 
compartilham o mesmo subsítio de interação

248, 249
. Resíduos importantes, ligantes e 

GTP estão mostrados em bastão. O íon magnésio, cofator, está mostrado em esfera. 
Átomos de hidrogênio não foram mostrados. 

 

Além dos requerimentos estruturais para a ligação de análogos e de fragmentos da 

colchicina, um conjunto extenso de compostos que se ligam ao sítio da colchicina tem sido 

também estudado66, 75, 76, 243, 248, 249, 254. Utilizando uma combinação de estratégias baseadas 

na estrutura de vários desses ligantes e na estrutura do receptor, alguns estudos se 

propuseram a determinar critérios estruturais para o planejamento de ligantes ideais do sítio 

da colchicina66, 255. Embora uma combinação de características farmacofóricas tenha sido 

identificada (incluindo doadores e aceptores de ligações de hidrogênio, centros hidrofóbicos 

e grupos planares), a identificação de compostos estruturalmente diversos que possuem, 

inclusive, seu modo de ligação à tubulina conhecido através de estruturas cristalográficas, 
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demonstra que o estabelecimento dos padrões de reconhecimento molecular para os 

ligantes do sítio da colchicina é um objetivo bastante complexo249. Esses ligantes interagem 

na mesma interface, mas exibem posicionamentos bastante distintos, como mostrado nas 

Figuras 6.5 e 6.6. 

 

 
 
Figura 6.5 - Ligantes diversos do sítio da colchicina para os quais existem complexos 

cristalográficos com a tubulina (α-tubulina em azul, β-tubulina em rosa). A) ABT751, 
PDB: 3HKC, B) T138067 (2 por sítio, um deles covalentemente ligado), PDB: 3HKE e 
C) TN16, PDB: 3HKD

248, 249
. Resíduos importantes para as interações, além do GTP e 

dos ligantes, estão mostradas em bastão. O íon magnésio está mostrado em esfera. 
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Figura 6.6 - Interações dos ligantes A) colchicina, B)  Podofilotoxina, C) ABT751, D) T13067 (duas 

moléculas por sítio) e E) TN16 no sítio da colchicina
248, 249

. Os diagramas de interação 
2D foram gerados com o programa Poseview (http://poseview.zbh.uni-hamburg.de)

256, 

257
. 

 

 

6.1 TRIAGEM VIRTUAL BASEADA EM FRAGMENTOS MOLECULARES E NA ESTRUTURA DO 

RECEPTOR PARA A IDENTIFICAÇÃO DE INIBIDORES DA POLIMERIZAÇÃO DE MICROTÚBULOS
78 

 

 

Dentre os vários compostos estruturalmente distintos que interagem no sítio de 

ligação da colchicina, na interface dos heterodímeros de αβ-tubulina, alguns são 

particularmente relevantes. O núcleo indol, por exemplo, foi descrito em vários estudos 

como o esqueleto central de um grande número de inibidores da polimerização da tubulina 

estruturalmente diversos, alguns deles potentes inibidores da proliferação de tumores 

resistentes ao taxol (Figura 1.9)75, 76, 254.  

Neste trabalho, o método HQSAR foi utilizado para a construção de modelos de 

QSAR 2D  para um amplo conjunto de derivados de indol sintéticos apresentando atividade 

antitumoral como consequência de sua ligação ao sítio de interação da colchicina. Como 

uma estratégia para a triagem virtual baseada na estrutura dos ligantes conhecidos e na 
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estrutura do sítio da colchicina, os modelos de HQSAR construídos foram integrados a 

estudos baseados na estrutura do receptor e aplicados a uma base extensa de compostos 

contendo o núcleo indol ou indolina, como esquematicamente mostrado na Figura 6.778, 100. 

  

 

 
Figura 6.7 - Integração das estratégias de modelagem de HQSAR e triagem virtual para 

identificação de ligantes do sítio da colchicina
78

. 

 

Um requerimento importante para os estudos de QSAR é o de que os valores da 

propriedade biológica - utilizados como variáveis dependentes no processo de modelagem - 

sejam todos obtidos nas mesmas condições experimentais, para que possam ser 

quantitativamente comparados131. No presente estudo, os modelos de HQSAR foram 

utilizados para atribuir diferentes pesos de importância para diversos fragmentos estruturais 

componentes de compostos cujos valores de potência citotóxica eram conhecidos. Nesse 

caso específico, para que os modelos pudessem ser utilizados para a avaliação de grandes 

bases de dados de compostos estruturalmente diversos, compostos quimicamente 

diferentes, embora ainda apresentando o núcleo indol, foram utilizados para a calibração 

dos modelos. Por essa razão, compostos experimentalmente avaliados em condições 

diferentes, pertencentes a conjuntos de dados não congenéricos, foram incluídos no 

conjunto de dados para a modelagem. Estratégias semelhantes já foram descritas na 

literatura258. 

 

 

6.1.1 Estratégias computacionais 

 

 

Todos os estudos de QSAR 2D e docagem molecular, assim também como as 

análises estatísticas, foram realizados em estações computacionais, operando no sistema 

operacional Linux, e utilizando as interfaces computacionais SYBYL 8.0® (Tripos, St. Louis, 
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EUA), GOLD 3.1 (Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, UK) e Pymol 1.0 

(DeLano Scientific, San Carlos, USA).  

 

 

6.1.2 Caracterização do conjunto de dados 

 

 

  O conjunto de dados utilizado para os estudos baseados em fragmentos moleculares 

consiste de 170 derivados de indóis e indolinas (assim também como alguns benzotiofenos 

e benzofuranos) associados aos seus valores correspondentes de IC50 (citoxicidade in vitro), 

os quais foram selecionados de diversos artigos75, 174, 176, 259-264. Como pertenciam a 

conjuntos de dados diferentes, os valores da propriedade biológica para esses compostos 

foram compilados, criticamente avaliados, e subsequentemente acrescentados ao conjunto 

de dados final para a obtenção dos modelos 2D globais. Os valores de IC50 para compostos 

de referência selecionados, colchicina e combretastatina A4, foram utilizados para comparar 

os diferentes conjuntos de compostos e aqueles que apresentaram variações menores que 

0,4 nos valores de pIC50 para os compostos de referência foram retidos. Os valores de pIC50 

dentro de cada conjunto individual foram normalizados de acordo com os valores para os 

compostos de referência, e os valores resultantes de resposta biológica relativa (RBR) foram 

utilizados nos estudos de HQSAR. Com esse procedimento, objetivou-se incluir máxima 

diversidade química na modelagem, para que houvesse representatividade no espaço 

químico que permitisse a avaliação dos compostos estruturalmente diversos, presentes em 

bases de dados para triagem virtual. Na Tabela 6.1 estão apresentados os compostos 

utilizados para a modelagem. Como se pode notar, o conjunto de 170 indóis e derivados, 

utilizado para a modelagem apresenta variações estruturais por todo o anel indol, como 

mostrado para os substituintes R1 a R7 (Figura 6.8) 75, 174, 176, 259-264. Os valores padronizados 

de RBR, utilizados como variáveis dependentes, variam de 0,24 a 3,74, se estendendo por 

3,5 ordens de magnitude. 

 

 
 
Figura 6.8 - O conjunto indóis utilizado para a modelagem de HQSAR é estruturalmente diverso, 

apresentando modificações estruturais em X e R1 a R7. 
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Tabela 6.1 – Conjuntos de dados de derivados indólicos e seus valores correspondentes de RBR, empregados nas análises de HQSAR. 
 

 

 
 

CPT
8 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 X 
R2-

R3 
RBR 

c_1_01 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H -OCH3 - H - H N Du 2,07 

c_1_02 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 2,94 

c_1_03 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H -F - H N Du 2,71 

c_1_04 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H -F - H - H N Du 1,75 

c_1_05 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - Cl - H N Du 3,05 

c_1_06 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH3 - Cl - H N Du 3,07 

c_1_07 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH3 - H - H N Du 2,55 

c_1_08 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH3 - H - H N Du 3,18 

c_1_09 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH(CH3)2 - H - H N Du 3,02 

c_1_10 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 3,65 

c_1_11 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH2CH(CH3)2 - H - H N Du 2,62 

c_1_12 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - CH(CH3)3 - H - H N Du 2,03 

c_1_13 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - (CH2)4CH3 - H - H N Du 3,74 

c_1_14 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - (CH2)5CH3 - H - H N Du 3,61 

c_1_15 -H 3-OH-4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 1,58 

c_1_16 -H 4-CH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 1,58 

c_1_17 -H 4-CH3-Ph -CHCO - H -CH3 - H - H N Du 2,80 

c_1_18 -H 4-CH3-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 2,95 

c_1_19 -H 4-CH2CH3-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 3,05 

c_1_20 -H 4-(CH2)3CH3-Ph -CHCO - H - CH2CH3 - H - H N Du 2,00 

c_1_21 -H 4-F-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 1,94 

c_1_22 -H 4-CF3-Ph -CHCO - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 2,96 

c_1_23 -H 4-CF3-Ph -CHCO - H - (CH2)4CH3 - H - H N Du 2,86 

c_1_24 -H 4-CF3-Ph -CHCO - H - (CH2)5CH3 - H - H N Du 2,85 

Continua... 
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c_1_25 -H 4-OCH3-Ph -CHCNCH3 - H - H - OCH3 - H N Du 2,95 

c_1_26 -H 4-OCH3-Ph -CHCNCH3 - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 3,70 

c_1_27 -H 4-OCH3-Ph -CHCNCH3 - H - (CH2)4CH3 - H - H N Du 3,70 

c_1_28 -H 4-CF3-Ph -CHCNCH3 - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 2,97 

c_1_29 -H 4-OCH3-Ph -CHCN-OH - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 2,88 

c_1_30 -H 4-CF3-Ph -CHCN-OH - H - CH2CH2CH2CH3 - H - H N Du 1,78 

c_1_31 -H Ph -CHCO - H - H - H - H N Du 1,86 

c_1_32 -H Ph -CHCO - H - OCH3 - H - H N Du 2,10 

c_1_33 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - H - H N Du 1,81 

c_1_34 -H 4-OCH3-Ph -CHCO - H - OCH3 - OCH3 - H N Du 2,14 

c_1_35 -CH3 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 1,10 

c_1_36 -(CH2)4CH3 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 0,96 

c_1_37 - 4-OCH3-Ph -CHCO - H - OCH3 - H - H O Du 0,56 

c_1_38 - 4-OCH3-Ph -CHCO - H - H - OCH3 - H S Du 1,48 

c_1_39 H 4-OH-Ph -CHCO - H - OH - H - H N Du 1,08 

c_1_40 H Ph -CHCO - H - H - OH - H N Du 0,58 

c_1_41 - 4-OH-Ph -CHCO - H - H - OH - H S Du 0,51 

c_1_42 6-(CH2)3CH3-3-OCH3-2,1-α-isoquinolina -CHCO - H - H - OCH3 - H N Du 0,54 

c_2_01 -H -CO-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,47 

c_2_02 -H -CO-(2,3)-di-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 0,79 

c_2_03 -H -CO-(2,4)-di-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,29 

c_2_04 -H -CO-(3,5)-di-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 3,02 

c_2_05 -H -CO-(2,3,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 0,33 

c_2_06 -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 2,54 

c_2_07 -H -CO-2-CH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,72 

c_2_08 -H -CO-4-CH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,03 

c_2_09 -H -CO-(2,5)-di-CH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,44 

c_2_10 -H -CO-3-OH-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,96 

c_2_11 -H -CO-3-OCO(CH2)2CH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,92 

c_2_12 -H -CO-3-OCF3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,98 

c_2_13 -H -CO-3-SCF3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,50 

c_2_14 -H -CO-3-SHCF2-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,74 

Continua... 
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c_2_15 -H -CO-3-NH2-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 2,30 

c_2_16 -H -CO-(2-CH3,3-NH2)-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,94 

c_2_17 -H -CO-4-CH2CH3-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 0,24 

c_2_18 -H -CO-4-Cl-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,06 

c_2_19 -H -CO-4-Br-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,34 

c_2_20 -H -CO-2-F-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 1,43 

c_2_21 -H -CO-4-F-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 0,43 

c_2_22 -H -CO-(2,6)-di-F-Ph -H -H -OCH3 -H -H N Du 0,36 

c_2_23 -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H -H N Du 0,32 

c_2_24 -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -CH3 -H -H N Du 2,82 

c_3_01 -H -CO-OCH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 2,71 

c_3_02 -H -CO-OCH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,49 

c_3_03 -H -CO-OCH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 3,00 

c_3_04 -H -CO-OCH2CH3 -S-3-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 1,93 

c_3_05 -H -CO-OCH2CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,51 

c_3_06 -H -CO-OCH3 -S-2-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 1,00 

c_3_07 -H -CO-OCH3 -S-3-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 1,59 

c_3_08 -H -CO-OCH3 -S-(3,5)-di-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,58 

c_3_09 -H -CO-OCH2CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,07 

c_3_10 -H -CO-OCH2CH3 -S-2-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 1,57 

c_3_11 -H -CO-OCH2CH3 -S-3-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 1,66 

c_3_12 -H -CO-OCH2CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,45 

c_3_13 -H -CO-OCH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -NO2 -H -H N Du 2,03 

c_3_14 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 2,58 

c_3_15 -H -CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 2,45 

c_3_16 -H -H -S-(3,5)-di-CH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 1,03 

c_3_17 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,22 

c_3_18 -H -CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,20 

c_3_19 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,48 

c_3_20 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -I -H -H N Du 2,28 

c_3_21 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -F -H -H N Du 1,91 

c_3_22 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -NO2 -H -H N Du 1,36 

Continua... 
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c_3_23 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -CH3 -H -H N Du 2,91 

c_3_24 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,77 

c_3_25 -H -CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,85 

c_3_26 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -O-CH(CH3)2 -H -H N Du 0,93 

c_3_27 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OH -H -H N Du 1,83 

c_3_28 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -O-CH2CH2OH -H -H N Du 2,13 

c_3_29 -H -H -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -O-CH2CH2O-benzila -H -H N Du 1,70 

c_3_30 -H -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 1,93 

c_3_31 -H -COOCH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 2,59 

c_3_32 -H -COOCH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 1,83 

c_3_33 -H -COOCH2CH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 2,21 

c_3_34 -H - H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,39 

c_3_35 -H -COOCH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,63 

c_3_36 -H -COOCH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,17 

c_3_37 -H -COOCH2CH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 2,07 

c_3_38 -H -COOCH2CH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Cl -H -H N Du 1,75 

c_3_39 -H -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,33 

c_3_40 -H -COOCH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,59 

c_3_41 -H -COOCH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,85 

c_3_42 -H -COOCH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,63 

c_3_43 -H -COOCH2CH3 -S-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,19 

c_3_44 -H -COOCH2CH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,30 

c_3_45 -H -COOCH2CH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -Br -H -H N Du 2,11 

c_3_46 -H -H -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 1,81 

c_3_47 -H -COOCH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,88 

c_3_48 -H -COOCH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,59 

c_3_49 -H -COOCH2CH3 -CO-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,16 

c_3_50 -H -COOCH2CH3 -CH2-(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH3 -H -H N Du 2,14 

c_4_01 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-benzoila N Si 1,61 

c_4_02 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH--4-F-benzoila N Si 2,11 

c_4_03 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-4-NO2-benzoila N Si 2,07 

c_4_04 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-4-CN-benzoila N Si 2,06 
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c_4_05 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-4-isonicotinoila N Si 3,10 

c_4_06 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-2-furoila N Si 3,10 

c_4_07 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-2-tienoila N Si 2,41 

c_4_08 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-bzsulfonila N Si 1,27 

c_4_09 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-4-NO2-bzsulfonila N Si 1,04 

c_4_10 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NH-4-F- bzsulfonila N Si 1,00 

c_4_11 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NHCOCH3 N Si 2,13 

c_4_12 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -H -H -NHCOC(CH3)3 N Si 1,52 

c_4_13 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -Br -H -NH-4-isonicotinoila N Si 2,12 

c_4_14 -SO2-4-OCH3-Ph -H -H -H -Br -H -NH-2-furanoila N Si 3,10 

c_4_15 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H -H N Du 0,62 

c_4_16 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H -H N Du 0,88 

c_4_17 -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H N Du 2,37 

c_4_18 -H -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 2,06 

c_4_19 -H -H -H -H -H - CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H N Du 1,37 

c_4_20 -H -H -H -H -H - H - CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph N Du 1,59 

c_4_21 -CH3 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -H N Du 2,74 

c_4_22 -CH3 -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 2,95 

c_4_23 -CH2CH2CH3 -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 0,80 

c_4_24 -CH2CH(CH3)2 -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 0,82 

c_4_25 -CH2OH -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 2,49 

c_4_26 -CH2COOH -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 1,36 

c_4_27 -CH2CH2N(CH3)2 -H -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H N Du 0,36 

c_4_28 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -CH3 -H N Du 3,18 

c_4_29 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -NH2 -H N Du 1,54 

c_4_30 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -NHCH3 -H N Du 2,52 

c_4_31 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -N(CH3)2 -H N Du 3,30 

c_4_32 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OH -OCH3 -H N Du 0,85 

c_4_33 -H -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -OCH2Ph -OCH3 -H N Du 1,58 

c_4_34 -CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 2,55 

c_4_35 -CH2CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 2,27 

c_4_36 -CH2CH2CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,83 

Continua... 
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c_4_37 -CH(CH3)2 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,62 

c_4_38 -(CH2)3CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,77 

c_4_39 -(CH2)2N(CH3)2 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,14 

c_4_40 -CH2Ph -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,45 

c_4_41 -CH2-4-NO2-Ph -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,61 

c_4_42 -CH2-4-CN-Ph -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,69 

c_4_43 -CH2-4-OCH3-Ph -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,76 

c_4_44 -CH2-4-Piridila -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,93 

c_4_45 -benzoila -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 3,30 

c_4_46 -furoila -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 3,48 

c_4_47 -tienila -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 3,30 

c_4_48 COO-Phe -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 3,23 

c_4_49 -COO(CH2)2CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 3,00 

c_4_50 -COO-CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 2,97 

c_4_51 -COO-CH2CH3 -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 2,22 

c_4_52 -CO-morfolil -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,71 

c_4_53 -SO2-Ph -H -CO(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,78 

c_4_54 -H -H -SO2(3,4,5)-tri-OCH3-Ph -H -H -OCH3 -H N Du 1,75 

c-1, conjunto 1; c_2, conjunto 2, c_3, conjunto 3, c_4, conjunto 4; CPT*, composto; Ph, fenila; Du, dupla; Si, simples. 
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As estruturas 3D dos derivados indólicos foram construídas utilizando os parâmetros 

geométricos padrões do programa SYBYL 8.0. Cada conformação de cada molécula foi 

energicamente minimizada empregado o campo de forças Tripos e as cargas foram 

calculadas segundo o método clássico de Gasteiger–Hückel. 

 

 

6.1.3 Análises de HQSAR 

 

 

O conjunto de dados original foi decomposto em cinco subconjuntos representativos, 

cada um deles contendo 34 compostos. O primeiro subconjunto continha os análogos 

numerados como 1, 6, 11, ...(Tabela 6.2), o segundo continha os análogos 2, 7, 12,... e 

assim sucessivamente. Cinco modelos foram construídos utilizando cada um dos 

subconjuntos uma vez como conjunto teste (predição) e os outros quatro subconjuntos 

combinados (com 136 compostos) como conjunto treinamento (estimativa). Os modelos de 

HQSAR para cada subconjunto foram qualificados por sua capacidade em predizer os 

valores da propriedade de cada molécula dentro dos conjuntos teste, empregando os 

hologramas moleculares como descritores140.  

A influência dos parâmetros comprimento do holograma, tamanho do fragmento e 

distinção dos fragmentos para a geração dos hologramas moleculares foi avaliada. Os 

padrões de contagem dos fragmentos para os compostos pertencentes ao conjunto 

treinamento foram relacionados aos valores de citotoxicidade utilizando análises de PLS. Os 

resultados das análises de QSAR para os 5 conjuntos treinamento utilizados estão 

resumidos na Tabela 6.3.  

Resultados estatísticos significativos foram obtidos para os 5 melhores modelos de 

HQSAR construídos (q2
LOO ≥ 0,60 com r2 ≥ 0,84 em todos os casos), indicando a razoável 

consistência interna dos modelos. Procedimentos de validação cruzada utilizando 5 e 10 

grupos confirmaram a estabilidade dos modelos construídos. A capacidade preditiva dos 5 

melhores modelos de HQSAR foi avaliada pela predição dos valores de RBR para cada um 

dos subconjuntos utilizados como conjunto teste. Os resultados do processo de validação 

externa estão mostrados no gráfico apresentado na Figura 6.9. Como se pode notar pelos 

valores residuais indicados na Figura 6.9 e pelos valores de r2
pred mostrados na Tabela 6.3, 

os modelos construídos foram razoavelmente capazes de predizer os valores de RBR para 

moléculas não incluídas na calibração dos modelos.  
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Tabela 6.2 – Derivados indólicos utilizados para os estudos de HQSAR. 

 

N Composto RBR N Composto RBR N Composto RBR N Composto RBR 

1 conj_2_17 0,24 44 conj_1_15 1,58 87 conj_1_32 2,10 130 conj_1_03 2,71 

2 conj_2_23 0,32 45 conj_4_20 1,59 88 conj_4_02 2,11 131 conj_4_21 2,74 

3 conj_2_05 0,33 46 conj_3_07 1,59 89 conj_3_45 2,11 132 conj_3_24 2,77 

4 conj_4_27 0,36 47 conj_4_41 1,61 90 conj_4_13 2,12 133 conj_1_17 2,80 

5 conj_2_22 0,36 48 conj_4_01 1,61 91 conj_3_28 2,13 134 conj_2_24 2,82 

6 conj_2_21 0,43 49 conj_4_37 1,62 92 conj_4_14 2,13 135 conj_3_25 2,85 

7 conj_1_41 0,51 50 conj_3_11 1,66 93 conj_4_11 2,13 136 conj_1_24 2,85 

8 conj_1_42 0,54 51 conj_4_42 1,69 94 conj_3_50 2,14 137 conj_3_41 2,85 

9 conj_1_37 0,56 52 conj_3_26 1,70 95 conj_1_34 2,14 138 conj_1_23 2,86 

10 conj_1_40 0,58 53 conj_4_52 1,71 96 conj_3_49 2,16 139 conj_1_29 2,88 

11 conj_4_15 0,62 54 conj_2_07 1,72 97 conj_3_36 2,17 140 conj_3_47 2,88 

12 conj_2_02 0,79 55 conj_2_14 1,74 98 conj_3_43 2,19 141 conj_3_23 2,91 

13 conj_4_23 0,80 56 conj_4_54 1,75 99 conj_3_18 2,20 142 conj_1_02 2,94 

14 conj_4_24 0,82 57 conj_1_04 1,75 100 conj_3_33 2,21 143 conj_1_18 2,95 

15 conj_4_32 0,85 58 conj_3_38 1,75 101 conj_4_51 2,22 144 conj_4_22 2,95 

16 conj_4_16 0,88 59 conj_4_43 1,76 102 conj_3_17 2,22 145 conj_1_25 2,95 

17 conj_3_23 0,93 60 conj_4_38 1,77 103 conj_4_35 2,27 146 conj_1_22 2,96 

18 conj_1_36 0,96 61 conj_4_53 1,78 104 conj_3_20 2,28 147 conj_4_50 2,97 

19 conj_3_06 1,00 62 conj_3_39 1,78 105 conj_2_15 2,30 148 conj_1_28 2,97 

20 conj_4_10 1,00 63 conj_3_46 1,81 106 conj_3_44 2,30 149 conj_1_16 2,99 

21 conj_2_08 1,03 64 conj_1_33 1,81 107 conj_3_39 2,33 150 conj_3_03 3,00 

22 conj_3_16 1,03 65 conj_3_32 1,83 108 conj_4_17 2,37 151 conj_4_49 3,00 

23 conj_4_09 1,04 66 conj_4_36 1,83 109 conj_3_34 2,39 152 conj_2_04 3,02 

24 conj_2_18 1,06 67 conj_3_27 1,83 110 conj_4_07 2,41 153 conj_1_09 3,02 

25 conj_1_39 1,08 68 conj_1_31 1,86 111 conj_3_12 2,45 154 conj_1_19 3,05 

26 conj_1_35 1,10 69 conj_3_21 1,91 112 conj_3_36 2,45 155 conj_1_05 3,05 

27 conj_4_39 1,14 70 conj_2_11 1,92 113 conj_3_19 2,48 156 conj_1_06 3,07 

28 conj_4_08 1,27 71 conj_3_30 1,93 114 conj_4_25 2,49 157 conj_4_06 3,10 

29 conj_2_03 1,29 72 conj_3_04 1,93 115 conj_3_02 2,49 158 conj_4_05 3,10 

30 conj_2_19 1,34 73 conj_4_44 1,93 116 conj_3_05 2,51 159 conj_4_28 3,18 

31 conj_4_26 1,36 74 conj_2_16 1,94 117 conj_4_30 2,52 160 conj_1_08 3,18 

32 conj_3_22 1,36 75 conj_1_21 1,94 118 conj_2_06 2,54 161 conj_4_48 3,23 

33 conj_4_19 1,37 76 conj_2_10 1,96 119 conj_4_34 2,55 162 conj_4_31 3,30 

34 conj_2_20 1,43 77 conj_2_12 1,98 120 conj_1_07 2,55 163 conj_4_47 3,30 

35 conj_2_09 1,44 78 conj_1_20 2,00 121 conj_3_14 2,58 164 conj_4_45 3,30 

36 conj_4_40 1,45 79 conj_3_13 2,03 122 conj_3_08 2,58 165 conj_4_46 3,48 

37 conj_2_01 1,47 80 conj_1_12 2,03 123 conj_3_48 2,59 166 conj_1_14 3,61 

38 conj_1_38 1,48 81 conj_4_04 2,06 124 conj_3_40 2,59 167 conj_1_10 3,65 

39 conj_2_13 1,50 82 conj_4_18 2,06 125 conj_3_31 2,59 168 conj_1_27 3,70 

40 conj_4_12 1,52 83 conj_3_09 2,07 126 conj_1_11 2,62 169 conj_1_26 3,70 

41 conj_4_29 1,54 84 conj_1_01 2,07 127 conj_3_42 2,63 170 conj_1_13 3,74 

42 conj_3_10 1,57 85 conj_3_37 2,07 128 conj_3_35 2,63    

43 conj_4_33 1,58 86 conj_4_03 2,07 129 conj_3_01 2,71    
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Os padrões de contagem de fragmentos relacionados com o aumento da 

citotoxicidade, de acordo com os modelos preditivos construídos, foram utilizados para a 

avaliação de uma base de dados contendo derivados de indóis e indolinas diversos. Antes 

da avaliação, entretanto, uma série de análises estatísticas relacionadas à capacidade de 

predição do valor da propriedade biológica dos compostos não incluídos na calibração dos 

modelos foi efetuada. 

 

Tabela 6.3 – Melhores modelos de HQSAR construídos. 
 

Modelo Distinção 
Parâmetros Estatísticos 

q
2
LOO r

2
 SEE HL N Tam* r

2
pred 

1 

A/C/H/DA 

0,64 0,85 0,32 401 8 4-7 0,57 

2 0,60 0,85 0,32 401 8 4-7 0,68 

3 0,63 0,85 0,32 401 8 4-7 0,56 

4 0,62 0,86 0,31 401 8 4-7 0,72 

5 0,61 0,84 0,33 401 8 4-7 0,60 

6
** 

0,65 0,83 0,33 401 8 4-7 - 

q
2
LOO, coeficiente de correlação da validação cruzada (retirando uma molécula de cada vez); r

2
, 

coeficiente de correlação; SEE, erro padrão da estimativa; HL, comprimento de holograma; N, 
número ótimo de componentes principais; Tam, tamanho de fragmento; r

2
pred, coeficiente de 

correlação da predição, *Tamanhos de fragmentos analisados:2-5, 3-6, 4-7, 5-8, 6-9 e 7-10. ** O 
modelo 6 foi desenvolvido com todas as 170 moléculas. 

 

 

 
Figura 6.9 - Valores de RBR preditos versus valores experimentais correspondentes para os 

compostos indólicos e derivados utilizados para a modelagem de HQSAR. 
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6.1.3.1 HQSAR e triagem virtual  

 

 

Os métodos de QSAR têm sido tradicionalmente utilizados para a obtenção de 

modelos com consistência interna e externa e capacidade preditiva em séries congenéricas. 

Alguns estudos sugerem que esses métodos também podem integrados em estratégias de 

triagem virtual para a identificação de novos ligantes bioativos146, 155. A demanda cada vez 

maior por métodos de análise que possam ser aplicados às grandes quimiotecas, como 

aquelas geradas pela química combinatória e o HTS, demonstra uma oportunidade para a 

aplicação da estratégia baseada em fragmentos moleculares especializados: simples, 

independente da conformação e capaz de gerar modelos robustos, comparáveis aos 

modelos de QSAR 3D212. A atribuição dos diferentes pesos de importância para as diversas 

contribuições relativas dos diferentes fragmentos é dirigida pelos valores experimentais da 

atividade biológica, o que torna esse método de avaliação especialmente apropriado à 

rápida avaliação e predição de grandes bases de dados de compostos78. A estratégia para a 

triagem virtual utilizada nesse trabalho está esquematizada na Figura 6.10. 

 

 

 
Figura 6.10 - Filtros hierárquicos sucessivos utilizados na estratégia de triagem virtual para a 

identificação de inibidores da polimerização de tubulina.  
 
 

6.1.3.2 Avaliação da aplicabilidade dos modelos construídos  

 

 

A caracterização do espaço químico e dos domínios de predição é um fator 

importante a ser considerado na definição da aplicabilidade dos modelos obtidos. Para 
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avaliar esse componente nos modelos de HQSAR construídos para os 170 indóis, um 

conjunto de análises estatísticas de predição foi empregado.  

Para analisar se o valor de RBR para um determinado composto foi corretamente 

predito utilizando um modelo de HQSAR específico, consideramos o resíduo de sua 

predição, que é a diferença entre o valor experimental e o predito de RBR quando este 

compõe o conjunto teste (ou seja, não faz parte da calibração do modelo), em relação ao 

valor da estimativa do erro padrão (SEE) associado a esse modelo. De acordo com os 

limites estipulados nesse trabalho, o valor da propriedade biológica é considerado como 

corretamente predito se o resíduo de sua predição é menor que 1,5 vezes o valor do SEE. 

Utilizando esse valor como limite, que é bastante restrito, pode-se comparar a frequência de 

compostos que são considerados como sendo corretamente preditos para diferentes 

porcentagens de tipos de fragmentos presentes nesses compostos, mas ausentes no 

conjunto de treinamento que deu origem ao modelo utilizado para a predição (tipos de 

fragmentos extrapolados). Essas análises de predição podem ser utilizadas para entender 

algumas limitações dos modelos gerados e o risco de erros na extrapolação dos resultados 

para a aplicação dos modelos a bases de compostos quimicamente diversos. A avaliação da 

capacidade de predição de compostos não incluídos na calibração dos modelos, para os 5 

diferentes modelos construídos, utilizando as diferentes combinações de conjuntos testes 

representativos, revelou que o número de compostos que não eram bem preditos 

aumentava com o acréscimo da porcentagem de tipos de fragmentos ausentes no conjunto 

treinamento e que eram de fato requeridos para a predição externa, como mostra a Figura 

6.11. A linha verde no gráfico indica que, quando os modelos de HQSAR validados são 

empregados para as análises nesses conjuntos treinamento e teste, a porcentagem de 

predições corretas é maior que 50% nos casos em que até 25% dos tipos de fragmentos 

são extrapolados. Entretanto, quando se consideram compostos bem preditos para uma 

relação resíduo/SEE maior, por exemplo, resíduo/SEE ≤ 3, os modelos são capazes de 

predizer corretamente mais que 50% dos valores da propriedade biológica para compostos 

com mais de 75% de fragmentos extrapolados. A partir desses resultados, pode-se inferir 

que variedade estrutural suficiente (diversidade química) deve ser incluída na calibração dos 

modelos de QSAR para garantir que os padrões de reconhecimento molecular resultantes 

sejam capazes de abranger o espaço químico representado pelos compostos presentes em 

outros conjuntos de dados78. Os domínios de predição de modelos de QSAR podem ser 

também avaliados a partir de análises estatísticas comparativas dos descritores utilizados 

para descrever os compostos do conjunto de dados utilizado para a modelagem e os 

compostos a serem preditos. 
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Figura 6.11 - Avaliação da capacidade preditiva dos modelos de HQSAR para um conjunto de 170 

indóis. A porcentagem de predições corretas decresce com o aumento da 

porcentagem de tipos de fragmentos extrapolados nos modelos
78

. 
 

 

6.1.4 Bases de compostos para a triagem virtual 

 

 

Compostos apresentando o núcleo indol ou o núcleo indolina foram recuperados a 

partir da base de dados de compostos comercialmente disponíveis ZINC e submetidos a 

filtros físico-químicos (Tabela 6.4) para a seleção de compostos contendo características 

moleculares apresentadas pelos ligantes conhecidos, utilizados para a modelagem de 

HQSAR. Ao final do processo de filtragem, aproximadamente 20000 indóis e indolinas foram 

selecionados para avaliação pelos modelos de HQSAR construídos. Uma comparação da 

distribuição percentual de algumas características encontradas nos ligantes conhecidos e na 

base de dados filtrada está apresentada na Figura 6.12. 

 
Tabela 6.4 – Filtros físico-químicos utilizados para a filtragem da base de dados inicial. 
 

Características 
Valores típicos para os 

ligantes conhecidos* 
Faixa de valores selecionada 

Massa molar 220-500 150-400 

Doadores de ligação de H - ≤ 4 

Aceptores de ligação de H - ≤ 8 

clogP 0,4-8,11 ≤ 4 

Número de ligações rotacionáveis ≤ 7 ≤ 10 
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Figura 6.12 - Comparação da distribuição percentual de características físico-químicas (massa 

molar e cLogP) apresentadas A) pelos ligantes do conjunto de dados de 170 indóis e 
derivados e B) pelos indóis e indolinas recuperados da base de dados ZINC e filtrados 
de acordo com características apresentadas por ligantes conhecidos. 

 

 

6.1.5 Avaliação da base de dados filtrada através dos modelos de HQSAR  

 

 

Os valores de RBR foram preditos para todos os 20000 compostos da base de dados 

filtrada utilizando os 6 modelos de HQSAR construídos (um modelo com todas as moléculas 

e os 5 modelos individuais). A porcentagem de tipos de fragmentos extrapolados para a 

predição de cada um desses compostos foi avaliada. Aproximadamente 5000 compostos, os 

quais apresentaram os melhores valores de predição da atividade biológica em vários 

modelos, com menos de 75% de fragmentos extrapolados, foram selecionados para os 

estudos utilizando a estrutura 3D da cavidade de interação da colchicina. Alguns deles, 

juntamente com algumas de suas características, estão mostrados na Tabela 6.5, em que a 

porcentagem de fragmentos extrapolados foi calculada utilizando o modelo 6 (Tabela 6.3). 

Com a finalidade de definir a aplicabilidade dos modelos de HQSAR construídos para 

a predição da propriedade biológica para os indóis representativos (Figura 6.13), foram 

aplicados métodos estatísticos multivariados de análises não-supervisionadas, utilizando os 

hologramas moleculares como descritores das estruturas químicas dos compostos dos 
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conjuntos de dados e das moléculas selecionadas. As análises hierárquicas de 

agrupamento (HCA, do inglês, hierarchical cluster analysis) utilizando os hologramas 

gerados com os parâmetros do modelo 6 (Tabela 6.3), realizadas com o programa SYBYL 

8.0, indicaram que os compostos selecionados podiam ter seus valores de citotoxicidade 

preditos pelos modelos de HQSAR construídos, por pertencerem à mesma diversidade 

química dos compostos utilizados para a modelagem. As análises de componentes 

principais (PCA, do inglês, principal component analysis) geradas no programa SYBYL 8.0 

para os mesmos descritores indicaram que os compostos selecionados, apesar de não 

apresentarem vizinhos muito próximos em PC1xPC2, poderiam ser razoavelmente 

considerados estruturalmente relacionados aos compostos pertencentes ao conjunto de 

dados (Figura 6.13). 

 

Tabela 6.5 – Compostos representativos selecionados para os estudos baseados na estrutura 
do sítio da colchicina. 

 

Composto 
% tipos de fragmentos 

extrapolados 
cLogP Massa molar 

 

ZINC00025226 

 

 

72% 

 

 

2,1 

 

 

322 

 

ZINC00049207 

 

 

50% 

 

 

3,0 

 

 

270 

 

ZINC00036657 

 

 

41% 

 

 

3,6 

 

 

288 

 

ZINC00029594 

 

 

4% 

 

 

3,2 

 

 

289 
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Figura 6.13 - Gráfico dos scores de PC1 x PC2 para os descritores moleculares gerados para o 

modelo 6.  
 

 

6.1.6 Estudos de docagem molecular  

 

 

A estratégia de triagem virtual para a identificação de ligantes do sítio da colchicina 

selecionada nesse trabalho baseou-se primariamente na diversidade química dos ligantes 

conhecidos dessa cavidade por duas razões: i) as estruturas do receptor foram obtidas em 

baixa resolução (Tabela 6.6) e ii) informação estrutural sobre um conjunto de ligantes 

diversos do sítio da colchicina era disponível (Tabela 6.1). A análise das estruturas 

cristalográficas dos heterodímeros de αβ-tubulina em complexo com inibidores da 

polimerização, entretanto, permite sugerir que os diversos ligantes se sobrepõem 

parcialmente em sua ocupação da cavidade de interação (Figuras 6.4 a 6.6). A interface de 

interação não é bem delimitada e sua extensão deve permitir, portanto, a ligação de uma 

variedade de esqueletos químicos capazes de inibir a polimerização da tubulina. Por essa 

razão, é importante considerar diferentes possibilidades de ocupação dessa interface. 

Apesar das limitações aos estudos baseados na estrutura do receptor, em razão das 

dificuldades geradas pela resolução das estruturas, pela extensão da interface de interação 

e pelas diversas possibilidades de ocupação do sítio, a informação estrutural disponível 

sobre a cavidade de interação da colchicina foi considerada como uma das etapas para a 

seleção de compostos na estratégia de triagem virtual selecionada nesse trabalho.  
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Tabela 6.6 – Informação 3D disponível sobre a cavidade de interação da colchicina, obtida por 
cristalografia de raios-X. 

 

Código PDB Ligante Estrutura (ligante) Resolução 

1SA0 

 

DAMA-Colchicina  

(Figura 6.4) 

 

3,58 Å 

1SA1 

 

Podofilotoxina  

(Figura 6.4) 

 

4,20 Å 

1Z2B 
 

DAMA-Colchicina Ver estrutura 1SA0 4,10 Å 

3DU7 
 

DAMA-Colchicina Ver estrutura 1SA0 4,10 Å 

3E22 
 

Colchicina Ver estrutura 1SA0 3,80 Å 

3HKB 
 

Sem ligantes - 3,65 Å 

3HKC 

 

ABT 751  

(Figura 6.5) 
 

3,80 Å 

3HKD 

 

TN16  

(Figura 6.5)  

3,70 Å 

3HKE 

 

T130867  

(Figura 6.5) 
 

3,60 Å 

 

Para explorar as possíveis conformações de interação para o conjunto de compostos 

selecionados a partir da avaliação pelos modelos de HQSAR, os protocolos de docagem 

utilizando a função de pontuação GoldScore (GOLD 3.1) foram utilizados. As estruturas dos 

heterodímeros de αβ-tubulina em complexo com inibidores (Tabela 6.6) foram recuperadas 

do PDB, superpostas, inspecionadas para a identificação de características semelhantes e 

resíduos flexíveis, e preparadas. A cavidade de ligação foi centralizada no átomo C21 da 

colchicina e um raio de esfera de 7 Å foi considerado para os procedimentos de 

ancoramento na cavidade formada na interface dos monômeros de α e β tubulina. Os 

procedimentos foram repetidos 10 vezes para cada composto. Os 1000 compostos com as 
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conformações mais bem pontuadas foram novamente avaliados utilizando a função de 

pontuação ChemScore (GOLD 3.1). Os posicionamentos para os 300 compostos mais bem 

pontuados por consenso foram visualmente inspecionados para a seleção de um 

subconjunto final de 20 compostos (Figura 6.10).  

Na Figura 6.14 estão apresentados os posicionamentos de dois compostos 

representativos selecionados. De acordo com as predições de alvos moleculares possíveis, 

baseadas na similaridade dos ligantes220, no site da ZINC, o primeiro composto mostrado 

(Figura 6.14A), um derivado da triptamina, é um possível ligante dos receptores de 

serotonina, de melatonina e das metaloproteinases da matriz, esse último receptor 

enzimático também relacionado ao câncer. Em altas concentrações, a melatonina, uma 

amida derivada da triptamina, inibe a polimerização dos microtúbulos265. O segundo 

composto mostrado (Figura 6.14B) é uma indolinona relacionada ao A-432411, um inibidor 

da polimerização da tubulina, ligante do sítio da colchicina, que não é substrato da 

glicoproteína-P266. As predições de alvos moleculares indicam que esse composto pode ser 

um inibidor de tirosina quinase, alvo molecular de fármacos utilizados na quimioterapia do 

câncer.  

As chalconas também são análogas aos aroilindóis utilizados para a calibração dos 

modelos de HQSAR. Em razão de sua simplicidade sintética, as chalconas, que possuem 

atividade antiproliferativa, antimitótica e capacidade de induzir apoptose, também foram 

avaliadas pelos modelos de HQSAR construídos267. A estrutura geral mostrada na Figura 

6.15, recuperada da base de dados ZINC, foi avaliada como apresentando baixa-média 

potência com apenas 1% de tipos de fragmentos extrapolados, dentro da diversidade 

química utilizada para a modelagem de HQSAR (Figura 6.13). Assim como os aroilindóis, é 

possível modificar o esqueleto das chalconas para a obtenção de análogos mais potentes, 

em razão da versatilidade sintética dos compostos dessa classe, que podem ser 

substituídos nos anéis A e B. Análogos planejados de chalconas, em colaboração com a Dra 

Louise Chiaradia, sintetizados no laboratório Estrutura e Atividade, no departamento de 

Química da UFSC, coordenado pelos Profs. Rosendo Yunes e Ricardo Nunes, foram 

avaliados experimentalmente e otimizados.  
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Figura 6.14 - Compostos representativos selecionados a partir do procedimento de triagem virtual 
para identificação de ligantes do sítio da colchicina (cinza). Interações polares são 
mostradas em linhas tracejadas. Átomos de hidrogênio não são mostrados para maior 
clareza.  

 

 

 
 
Figura 6.15 - Chalconas (B) são análogas aos aroilindóis (A) e foram selecionadas para avaliação 

experimental como possíveis ligantes do sítio da colchicina. 
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6.2 CONSTRUÇÃO DE MODELOS FARMACOFÓRICOS E ESTUDOS DE QSAR 3D PARA 

CONJUNTOS DE DERIVADOS INDÓLICOS ESTRUTURALMENTE DIVERSOS 

 

 

As conformações de ligação propostas para os compostos selecionados a partir da 

estratégia de triagem virtual utilizada nesse trabalho (Figura 6.10) sugerem que o anel indol, 

comum a vários inibidores da polimerização, pode se posicionar na cavidade de interação 

da colchicina de diferentes maneiras, o que é um comportamento típico de estruturas 

privilegiadas. Para melhor entender a influência dos grupos substituintes na atividade 

citotóxica dos compostos indólicos, três dos quatro conjuntos de dados contendo indóis e 

derivados, utilizados para a modelagem de HQSAR, foram individualmente estudados a 

partir de modelos de QSAR 3D. Para o alinhamento estrutural dos conjuntos de dados, 

hipóteses farmacofóricas baseadas na estrutura dos ligantes foram formuladas e modelos 

preditivos de QSAR  CoMFA e CoMSIA foram então construídos. 

 

 

6.2.1 Caracterização dos conjuntos de dados 

 

 

Os três conjuntos de dados distintos utilizados para a proposição de modelos 

farmacofóricos e modelagem de QSAR 3D consistem de 43 fenilindóis262, 263, 27 

aroilindóis261 e 49 ariltiondóis75, 259, 260 e derivados, associados aos valores correspondentes 

de IC50 (citotoxicidade in vitro), variando pelo menos em 2 ordens de magnitude em cada 

conjunto. (Tabela 6.7). A diversidade química em cada conjunto de dados individual está 

mostrada na Figura 6.16. 

 

 
 

Figura 6.16 – Variações estruturais nos três conjuntos de dados estudados individualmente. 
 

 

6.2.1.1 Conjunto 1 (2-Fenilindóis) 

 

 

O conjunto de dados 1 inclui 43 2-fenilindóis-3-substituídos (Figura 6.16). Os valores 

de IC50, medidos para a linhagem celular MDA-231 (câncer de mama independente de 
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estrógenos), nas mesmas condições experimentais, variam de 5,5 a 9300 nM, um fator de 

aproximadamente 1700 vezes (Tabela 6.7). Os valores de pIC50 se estendem por mais de 3 

ordens de magnitude (5,03 a 8,26) 262, 263. 

 

Tabela 6.7 – Conjunto 1 - 2-fenilindóis-3-substituídos. 

 

 

CPT X Y R1 R5 R6 R7 R3’ R4’ pIC50 

Conjunto treinamento 

1 S O - -H -OH -H -H -OH 5,03 

2 O O - -OCH3 -H -H -H -OCH3 5,08 

3 N O -H -H -OH -H -H -H 5,10 

4 N O -C5H11 -H -OCH3 -H -H -OCH3 5,48 

5 N O -H -OH -H -H -H -OH 5,60 

6 N O -CH3 -H -OCH3 -H -H -OCH3 5,62 

7 N O -CH(C4H9)CH2-6’ -H -OCH3 -H -H -OH 5,85 

8 S O - -H -OCH3 -H -H -OCH3 6,00 

9 N O -H -F -H -H -H -OCH3 6,27 

10 N N-OH -H - C4H9 -H -H -H -CF3 6,30 

11 N O -H - H -H -H -H -OCH3 6,33 

12 N O -H - H -H -H -H -H 6,38 

13 N O -H - H - OCH3 -H -OCH3 -OCH3 6,57 

14 N O -H -OCH3 -H -H -H -OCH3 6,59 

15 N O -H - H - OCH3 -H -H -H 6,62 

16 N O -H - OCH3 - OCH3 -H -H -OCH3 6,66 

17 N O -H - CH2CH(CH3)2 - H -H -H -OCH3 7,14 

18 N O -H -H - F -H -H -OCH3 7,23 

19 N O -H -CH3 - H -H -H -CH3 7,32 

20 N O -H -C5H11 - H -H -H -CF3 7,38 

21 N N-OH -H -C5H11 - H -H -H -OCH3 7,40 

22 N O -H -H - OCH3 -H -H -OCH3 7,46 

23 N O -H -C4H9 - H -H -H -CH3 7,47 

24 N N-OH -H -H - OCH3 -H -H -OCH3 7,47 

25 N O -H -C4H9 - H -H -H -CF3 7,48 

26 N O -H -H - OCH3 -H -H -CH3 7,51 

27 N O -H -CH(CH3)2 -H -H -H -OCH3 7,54 

28 N O -H -C4H9 -H -H -H -CH2CH3 7,57 

29 N O -H -H -Cl -H -H -OCH3 7,57 

30 N O -H - C3H7 -H -H -H -OCH3 7,70 

31 N O -H -H -Cl -H -H -CH3 8,11 

32 N O -H - C6H13 -H -H -H -OCH3 8,13 

33 N N-OH -H - C4H9 -H -H -H -OCH3 8,22 

34 N N-OH -H - C5H11 -H -H -H -OCH3 8,22 

35 N O -H - C5H11 -H -H -H -OCH3 8,26 

Conjunto teste 

36 N O -H -OCH3 -H -OCH3 -H -OCH3 5,55 

37 N O -H -C4H9 -H -H -H -F 6,46 

38 N O -H -CH2CH3 -H -H -H - C4H9 6,52 

39 N O -H -CH3 -H -H -H - OCH3 7,07 

40 N O -H -C6H13 -H -H -H - CF3 7,37 

41 N N-OH -H -C4H9 -H -H -H - CF3 7,49 

42 N O -H -CH3 -Cl -H -H - OCH3 7,59 

43 N O -H -C4H9 -H -H -H - OCH3 8,17 
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6.2.1.2 Conjunto 2 (Aroilindóis)  

 

 

O conjunto de dados 2 é composto por 27 aroilindóis (Figura 6.16). Os valores de 

IC50, medidos para a linhagem celular SK-OV-3 (câncer ovariano) nas mesmas condições 

experimentais, variam de 11 a 11500 nM, um fator de aproximadamente 1050 vezes (Tabela 

6.8). Os valores de pIC50 se estendem por 3 ordens de magnitude (4,94 a 7,96) 261. 

 

Tabela 6.8 – Conjunto 2 – Aroilindóis. 

 

 

CPT R5 R2’ R3’ R4’ R5’ R6’ pIC50 

Conjunto treinamento 

1 -OCH3 -H -H -CH2CH3 -H -H 4,94 

2 -OCH3 -H -H -OCH3 -H -H 4,94 

3 -OCH3 -F -H -H -H -F 5,06 

4 -OCH3 -NH2 -H -H -H -H 5,42 

5 -OCH3 -H -H -CH3 -H -H 5,73 

6 -OCH3 -H -H -Cl -H -H 5,76 

7 -OCH3 -H -H -Br -H -H 6,04 

8 -CH3 -OCH3 -H -H -H -H 6,12 

9 -OCH3 -F -H -H -H -H 6,13 

10 -OCH3 -CH3 -H -H -CH3 -H 6,14 

11 -OCH3 -H -H -H -H -H 6,17 

12 -OCH3 -CH3 -H -H -H -H 6,42 

13 -OCH3 -H -SCHF2 -H -H -H 6,44 

14 -OCH3 -H -OCOCH2CH3 -H -H -H 6,62 

15 -OCH3 -H -OH -H -H -H 6,66 

16 -OCH3 -H -OCF3 -H -H -H 6,68 

17 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H -H 7,06 

18 -OCH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H 7,24 

19 -OCH3 -H -CF3 -H -H -H 7,52 

20 -OCH3 -H -OCH3 -H -OCH3 -H 7,72 

21 -OCH3 -H -F -H -H -H 7,82 

22 -OCH3 -H -OCH3 -H -H -H 7,96 

Conjunto teste 

23 -OCH3 -H -H -F -H -H 5,13 

24 -OCH3 -H - SCF3 -H -H -H 6,20 

25 -OCH3 -H - NH2 -H -H -H 6,64 

26 -OCH3 -H - Cl -Cl -H -H 7,00 

27 -CH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H 7,52 

 

 

6.2.1.3 Conjunto 3 (Ariltioindóis e derivados) 

 

 

O conjunto de dados 3 é constituído por 49 compostos (Figura 6.16). Os valores de 

IC50, medidos nas mesmas condições experimentais para a linhagem celular MCF-7 (câncer 
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de mama dependente de estrógenos), variam de 13,30 a 1580 nM, um fator de 

aproximadamente 120 vezes (Tabela 6.9). Os valores de pIC50 se estendem por 

aproximadamente 2 ordens de magnitude (5,80 a 7,89) 75, 259, 260. 

 

 

6.2.1.4 Divisão do conjunto de dados 

 

 

Para a modelagem de QSAR 3D, os conjuntos de dados foram decompostos entre 

conjuntos teste e treinamento de maneira a assegurar apropriada cobertura da faixa de 

pIC50, como mostrado na Figura 6.17.  Dos conjuntos de dados originais, aproximadamente 

80% das moléculas de cada conjunto foi selecionado para calibração dos modelos (conjunto 

treinamento), sendo que os compostos restantes (aproximadamente 20%) foram utilizados 

para o processo de validação externa (conjunto teste). Dessa maneira, dos 43 compostos do 

conjunto de dados 1, 35 compostos foram selecionados para o conjunto treinamento (81%), 

ficando as 8 moléculas restantes para o conjunto teste (19%). Do total de 27 compostos do 

conjunto de dados 2, 22 foram utilizados para a calibração do modelo (81%), sendo os 5 

restantes utilizados para a validação externa (19%). Dos 49 compostos do conjunto de 

dados 3, 38 foram utilizados no conjunto treinamento (78%) e 11 para o conjunto teste 

(22%). Os mesmos conjuntos treinamento e teste foram utilizados para as análises de 

QSAR 3D CoMFA e CoMSIA, e a qualidade dos modelos foi avaliada pelos valores de q2
LOO 

e r2
pred.  

 

 
 

Figura 6.17 - Distribuição dos valores de potência para os conjuntos de derivados indólicos 
utilizados para a modelagem de QSAR 3D. A) conjunto 1, B) conjunto 2 e C) conjunto 
3. 
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Tabela 6.9 – Conjunto 3 – Ariltioindóis. 
 

 

CPT X R2 R5 R6 R1’ R2’ R3’ R4’ pIC50 

1 S -COOCH2CH3 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 5,80 

2 S -H -Cl -H -H -CH3 -H -CH3 5,92 

3 S -COOCH3 -OCH3 -OCH3 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,00 

4 S -H -NO2 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,25 

5 S -COOCH2CH3 -OCH3 -H -OCH3 -H -H -H 6,46 

6 S -COOCH3 -Cl -H -H -OCH3 -H -H 6,48 

7 S -H -O(CH2)2OCH2Ph -H -H -OCH3 -H -H 6,59 

8 CH2 -COOCH2CH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,64 

9 S -H -OH -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,72 

10 S -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -H -H 6,82 

11 CO -H -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,82 

12 S -COOCH3 -NO2 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,92 

13 S -COOCH2CH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,96 

14 CH2 -COOCH2CH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,00 

15 CH2 -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,03 

16 CO -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,05 

17 CH2 -COOCH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,06 

18 S -CH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,09 

19 CO -COOCH2CH3 -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,10 

20 S -H -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,11 

21 S -H -I -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,17 

22 CO -H -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,22 

23 CO -H -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,28 

24 S -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,34 

25 S -COOCH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,38 

26 S -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,40 

27 S -COOCH3 -Cl -H -H -OCH3 -H -OCH3 7,47 

28 S -H -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,47 

29 S -COOCH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,48 

30 CH2 -COOCH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,48 

31 CO -COOCH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,52 

32 CH2 -COOCH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,52 

33 S -COOCH3 -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,60 

34 S -CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,74 

35 CO -COOCH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,74 

36 CO -COOCH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,77 

37 S -H -CH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,80 

38 S -COOCH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,89 

Conjunto teste 

39 S -COOCH3 -Cl -H -OCH3 -H -H -H 5,89 

40 S -COOCH2CH3 -OCH3 -H -H -OCH3 -H -H 6,55 

41 CO -H -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,70 

42 S -H -F -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,80 

43 CO -COOCH2CH3 -Cl -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 6,96 

44 S -H -O(CH2)2OH -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,02 

45 S -COOCH2CH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,08 

46 CO -COOCH2CH3 -Br -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,17 

47 S -CH3 -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,34 

48 CO -COOCH3 -H -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,48 

49 S -H -OCH3 -H -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 7,66 
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6.2.2 Proposição de hipóteses farmacofóricas 
 
 

Aproximadamente 20% de ligantes estruturalmente representativos de cada um dos 

conjuntos treinamento (Tabela 6.7) foram selecionados para a construção dos modelos 

farmacofóricos individuais a partir da superposição de características farmacofóricas e 

fármaco-estéricass compartilhadas, utilizando o programa GALAHAD127, 161, 162. A estratégia 

utilizada por esse programa consiste na geração de múltiplas conformações de baixa 

energia para cada um dos compostos selecionados para a construção dos modelos 

farmacofóricos, e subsequentemente, em múltiplos alinhamentos das características 

farmacofóricas encontradas nesses ligantes. Os melhores modelos são selecionados tendo-

se em vista os melhores compromissos entre a máxima superposição de grupos 

farmacofóricos e estéricos e os valores mínimos de energia para as conformações 

superpostas. A informação obtida a partir dos 20 melhores modelos, contendo diferentes 

balanços entre essas características, foi utilizada para a construção das hipóteses 

farmacofóricas finais utilizando o programa UNITY, uma vez que esse programa permite 

maior flexibilidade na escolha das características selecionadas (como raios de tolerância e 

restrições opcionais)163. As hipóteses farmacofóricas finais para os compostos 

representativos de cada um dos conjuntos de dados podem ser vistas na Figura 6.18.  

 

 
 
Figura 6.18 - Modelos farmacofóricos criados para os 3 conjuntos de dados utilizados para a 

modelagem de QSAR 3D. 

 

Como se pode notar, o sistema de anéis aromáticos fundidos, representado pelo 

grupo indol, assim como o átomo de nitrogênio desse grupo (embora opcional para o 

primeiro conjunto de dados), são as únicas características comuns mais evidentes presentes 

nas hipóteses selecionadas para os 3 conjuntos de dados, o que sugere que os demais 

                                                           
s
 Não apenas a superposição de características farmacofóricas comuns, mas também o volume, a 
forma e a geometria dos ligantes são levados em consideração. 
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grupos substituintes podem modular o modo como esses compostos interagem na cavidade 

de ligação da colchicina. Para o conjunto 1, o anel fenila substituinte na posição 2 do anel 

indol, assim também como os grupos aceptores de ligação de hidrogênio substituintes na 

posição 3, foram também considerados no modelo farmacofórico. Para o conjunto 2, o grupo 

espaçador  carbonila na posição 2, aceptor de ligação de hidrogênio, e também o anel fenila 

ligado a este espaçador, foram identificados como importantes para a atividade desses 

compostos. A identificação de características essenciais diferentes para esses 2 conjuntos 

de dados sugere que essas classes de compostos podem interagir diferentemente na 

cavidade de interação da colchicina. Para o conjunto 3, o substituinte aromático ligado a um 

grupo espaçador na posição 3 foi identificado como relevante. Os modelos farmacofóricos 

3D construídos foram utilizados para o alinhamento das moléculas pertencentes aos 

conjuntos de dados individuais para os estudos de QSAR 3D, utilizando a busca flexível 3D 

implementada no UNITY. As moléculas alinhadas em cada conjunto de dados estão 

apresentadas na Figura 6.19. 

 

 

Figura 6.19 – Alinhamentos tridimensionais para os 3 conjuntos de dados estudados individualmente. 
 

 

6.2.3 Análises de QSAR 3D 

 

 

6.2.3.1 Estudos de QSAR 3D CoMFA 

 

 

As propriedades estéricas e eletrostáticas foram calculadas de acordo com os 

potencias de Lennard-Jones e Coulomb, respectivamente. O conjunto treinamento alinhado 

foi posicionado numa grade tridimensional reticulada e os campos do CoMFA foram gerados 

em cada intersecção dos retículos utilizando o campo de forças Tripos e um átomo de 

carbono sp3
 com carga positiva (+1). O espaçamento entre as intersecções na grade 

reticulada foi de 0,5 Å nas direções x, y e z. O processo de focagem da melhor região foi 
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aplicado para aumentar a resolução dos modelos gerados. Um limite de 30 kcal/mol foi 

selecionado como valor máximo para as energias de interação estérica e eletrostática. Os 

descritores do CoMFA foram utilizados como variáveis independentes enquanto os valores 

pIC50 foram utilizados como variáveis dependentes nas análises de PLS para derivar os 

modelos 3D.  

 

 

6.2.3.2 Estudos de QSAR 3D CoMSIA 

 

 

Nesse trabalho, modelos de QSAR 3D CoMSIA também foram construídos para os 

alinhamentos moleculares propostos, uma vez que os modelos de CoMSIA, via de regra, 

são menos sensíveis ao alinhamento molecular e resultam em mapas de contorno 

apresentando interpretação mais simples. Além disso, os modelos de CoMSIA permitem a 

incorporação de campos de interação molecular adicionais159, 160. Os campos de interação 

para as propriedades estéricas, eletrostáticas, hidrofóbicas e ligação de hidrogênio foram 

calculados em cada intersecção da grade reticulada utilizando uma sonda molecular com 

carga +1, raio 1 Ǻ, hidrofobicidade e atômica e propriedade de ligação de hidrogênio +1160, 

268, com fator de atenuação da função Gaussiana dependente da distância (α) de 0,3. O 

processo de focagem da melhor região foi aplicado para aumentar a resolução dos modelos 

gerados. Os descritores assim gerados foram utilizados como variáveis independentes 

enquanto os valores pIC50 foram utilizados como variáveis dependentes nas análises de 

PLS para derivar os modelos 3D.  

Os modelos finais de QSAR 3D CoMFA e CoMSIA foram avaliados utilizando os 

valores de coeficiente de predição (q2
LOO) e correlação (r2) e externamente validados 

utilizando os conjuntos testes, não considerados para a geração dos modelos. Os valores de 

pIC50 foram preditos para os compostos do conjunto teste, permitindo a determinação da 

capacidade preditiva (valores de r2
pred) para os modelos de QSAR 3D individuais. Os 

melhores resultados estatísticos, para todos os modelos, estão apresentados na Tabela 

6.10. Coeficientes estatísticos significativos foram obtidos, uma vez que valores de q2
LOO 

maiores que 0,64 e r2 maiores que 0,86 foram alcançados para todos os modelos, utilizando 

ambos os métodos de QSAR 3D. Como se pode notar, modelos de comparável significância 

estatística foram obtidos em todos os casos. Procedimentos de LMO com 10 e 5 grupos 

também foram efetuados e os resultados confirmaram a significância dos modelos de QSAR 

3D construídos. A possibilidade de geração de modelos aleatórios foi verificada através da 

permutação progressiva dos valores da propriedade biológica entre os compostos e a 

estabilidade dos modelos foi confirmada. Os modelos gerados demonstraram ser estáveis e 

possuir razoável significância estatística.  



164 

 

Tabela 6.10 – Melhores modelos de QSAR 3D construídos. 
 

Conj Método q
2
LOO r

2
 SEE N E S HY DON ACC r

2
pred 

1 
CoMFA 0,76 0,90 0,31 3 0,47 0,53 - - - 0,88 

CoMSIA 0,75 0,89 0,31 3 0,18 0,31 0,22 0,20 0,09 0,60 

2 
CoMFA 0,69 0,86 0,34 2 0,27 0,73 - - - 0,70 

CoMSIA 0,84 0,90 0,31 3 0,23 0,54 0,23 - - 0,60 

3 
CoMFA 0,64 0,90 0,18 4 0,45 0,55 - - - 0,82 

CoMSIA 0,68 0,92 0,16 7 0,31 0,31 0,21 - 0,17 0,70 

Conj., conjunto; q
2
LOO, coeficiente de correlação da validação cruzada (retirando uma molécula de 

cada vez); r
2
, coeficiente de correlação; SEE, erro padrão da estimativa; N, número ótimo de 

componentes principais; S, campo estérico; E, campo eletrostático; HY, campo hidrofóbico, DON, 
campo doador de ligação de hidrogênio; ACC, campo aceptor de ligação de hidrogênio; r

2
pred, 

coeficiente de correlação da predição. 

 

Os resultados do processo de validação externa estão apresentados na Figura 6.20. 

Valores de r2
pred maiores que 0,60 foram obtidos para os modelos construídos, sendo que os 

modelos CoMFA apresentaram capacidade preditiva superior em todos os casos (Tabela 

6.10). A boa concordância entre os valores experimentais e preditos de pIC50 indica a 

robustez dos modelos construídos. Portanto, pode-se inferir que os modelos individuais 

apresentaram aceitável capacidade de predição para novos inibidores da polimerização da 

tubulina dentro d a diversidade estrutural em cada conjunto. 

As contribuições relativas dos campos estéricos, eletrostáticos, hidrofóbicos e de 

ligações de hidrogênio variaram bastante para os diferentes conjuntos de dados, como 

mostrado na Tabela 6.10. Para os modelos CoMFA, os campos estéricos foram mais 

importantes para a descrição da variância total dos conjuntos de dados do que os 

eletrostáticos, principalmente para o conjunto 2. Para os modelos CoMSIA, a contribuição 

das características hidrofóbica e estérica foi ainda mais significativa para o segundo 

conjunto de dados, enquanto que, para os outros conjuntos de dados, os campos de ligação 

de hidrogênio apresentaram importância significativa. 
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Figura 6.20 - Valores preditos (vermelho) e experimentais (azul) de pIC50 para os modelos de QSAR 

3D desenvolvidos para os conjuntos de dados individuais. A) modelos gerados 
utilizando o método CoMFA; B) modelos gerados utilizando o método CoMSIA; I) 
conjunto ; II) conjunto 2; III) conjunto 3. 

 

Os mapas de contorno 3D CoMFA e CoMSIA evidenciam regiões 3D no espaço 

associadas às características estudadas (estereoquímicas, eletrostáticas, hidrofóbicas e 



166 

 

ligação de hidrogênio) e responsáveis por aumentos e reduções nos valores da variável 

dependente (pIC50). Tradicionalmente, para os modelos CoMFA e CoMSIA, regiões 

estéricas detrimentais são representadas em amarelo e regiões favoráveis em verde, 

enquanto os contornos vermelhos representam regiões onde substituintes eletronegativos 

podem aumentar a atividade biológica e os contornos azuis indicam regiões onde grupos 

eletropositivos poderiam contribuir para o aumento da potência antiproliferativa. Os mapas 

de contorno para os modelos construídos estão mostrados na Figura 6.21. Outras sondas 

moleculares implementadas no programa CoMSIA também foram utilizadas (Figura 6.21B). 

Os contornos alaranjados e brancos indicam regiões favoráveis para presença de grupos 

hidrofílicos e hidrofóbicos, respectivamente. A presença de grupos doadores de ligação de 

hidrogênio é favorecida nas regiões mostradas em azul claro e desfavoráveis nas regiões 

mostradas em rosa. As posições mostradas em magenta são favoráveis para a presença de 

grupos aceptores de ligação de hidrogênio, enquanto as regiões mostradas em vermelho 

são desfavoráveis para essa característica. Enquanto no método CoMFA os mapas de 

contorno evidenciam regiões no espaço onde as moléculas poderiam apresentar 

grupamentos químicos que contribuem favorável ou desfavoravelmente para a atividade 

biológica (tomando-se em conta o raio de van der Waals dos substituintes), no método 

CoMSIA as regiões no ligante são demonstradas. Como esperado, os mapas gerados a 

partir das análises de QSAR CoMSIA foram significativamente mais contínuos (Figura 6.21) 

quando se considerou um espaçamento de 0,5 Ǻ entre os vértices da grade reticulada 3D 

(correspondentes a um quarto do valor padrão). 

Para o conjunto de dados 1, o átomo de hidrogênio pouco volumoso e eletropositivo, 

ligado ao átomo de nitrogênio do anel indol, doador de ligação de hidrogênio, contribui 

positivamente para a atividade citotóxica dos compostos, como evidenciado nos mapas de 

contorno 3D CoMFA e CoMSIA. Além disso, grupos substituintes de caráter ambivalente 

(i.e., grupos volumosos hidrofóbicos, mas eletronegativos) na posição 6, como –Cl ou -OCH3, 

mas não –OH, também contribuem para o aumento da potência nessa série de compostos. A 

atividade antiproliferativa também foi ampliada com o aumento da cadeia alquílica não 

ramificada, substituinte na posição 5 do sistema de anéis aromáticos, onde grupos doadores 

de ligações de hidrogênio ou ramificações na cadeia não são favoráveis. Os campos do 

CoMFA e do CoMSIA também confirmaram a importância do substituinte eletronegativo, 

hidrofílico e aceptor de ligação de hidrogênio (desfavorável para doador) na posição 3, 

evidenciada nos modelos farmacofóricos, para a potência dos compostos. Além disso, o 

substituinte –OCH3 na posição 4’, representado pelo caráter hidrofílico e eletronegativo do 

átomo de oxigênio e pelo caráter eletropositivo volumoso do grupo -CH3, foi associado ao 

aumento da potência para essa classe de compostos (Figura 6.21 I). 
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A 

I Estérico (0,002, -0,004), Eletrostático (0,001, 
-0,003) 

 

 

B 

I Estérico (0,00025, -0,00001), 
Eletrostático (0,0001, -0,0008), Hidrofóbico 
(0,001, -0,0005) 

 

 

 

I Doador (0,003, -0,00015), Aceptor  
(0,004, -0,0005) 

 

II Estérico (0,002, -0,0005), Eletrostático (0,001, -0,002) 

 

II Estérico (0,001, -0,0001), Eletrostático (0,01), Hidrofóbico 
(0,001) 

 

III Estérico (0,002, -0,001) Eletrostático (0,005, 
-0,003) 

 

III Estérico (0,002, -0,002), Eletrostático 
(0,001, -0,002), Hidrofóbico (0,004, -0,002) 

 

III  Aceptor  (0,003, -0,0001) 

 

 
Figura 6.21 - Mapas de contorno A) CoMFA e B) CoMSIA para os melhores modelos construídos 

para os conjuntos (I) 1, (II) 2 e (III) 3. Os 3 compostos mais potentes em cada conjunto 
estão representados em bastão para visualização.  

 

Para o conjunto de dados 2, para o qual as contribuições dos componentes estéricos 

e hidrofóbicos foram particularmente significativas (Tabela 6.8), grupos não-volumosos e 

hidrofóbicos em 4’ estão relacionados ao aumento da citotoxicidade dos compostos, 

enquanto em 3’ características opostas são favoráveis, já que grupos volumosos, hidrofílicos 

e eletronegativos são associados ao aumento da potência nessa série de compostos (Figura 

6.21 II). Para o último conjunto de dados, substituintes volumosos (com limite de 3 átomos) 

com as características do grupo éster na posição 2 são associados com o aumento da 

potência dos compostos. Espaçadores eletronegativos aceptores de ligação de hidrogênio na 

posição 3, como –S– ou  carbonila, mas não –CH2, são também favoráveis para o aumento 

da citotoxicidade. Além disso, substituintes volumosos e eletronegativos em 2’, 3’ e 4’, mas 
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não em 1’, como –OCH3, estão relacionados à otimização da potência. Na posição 5, grupos 

substituintes volumosos, mas não ramificados, hidrofílicos e eletronegativos são favoráveis 

para a atividade citotóxica nessa série de compostos (Figura 6.21 III). 

 Como se pode notar, não há uma conexão simples entre as relações estrutura-

atividade em cada um dos conjuntos de dados individuais estudados nesse trabalho, o que 

indica que os derivados indólicos de diferentes conjuntos de dados podem interagir de 

modos distintos na interface dos heterodímeros de αβ-tubulina.  

 

 

6.2.4 Estudos de docagem molecular 

 

 

Os mapas de QSAR foram analisados no contexto da cavidade de interação da 

colchicina utilizando os posicionamentos dos compostos dos conjuntos de dados individuais, 

os quais foram obtidos a partir de estudos de docagem molecular realizados de acordo com 

o descrito no item 1.6 desse capítulo. Embora os 2-fenilindóis e derivados (conjunto de 

dados 1) sejam potentes inibidores da polimerização da tubulina através da interação no 

sítio da colchicina, esses compostos não apresentam o grupo 3,4,5-trimetoxifenila presente 

nos inibidores clássicos da polimerização da tubulina, como a colchicina, a podofilotoxina e 

as combretastatinas (Figura 6.1)263. O mesmo grupo substituinte também está ausente em 

outros ligantes do sítio da colchicina, como TN16 (Figura 6.5). A importância do grupo 

formila e dos anéis aromáticos para a atividade citotóxica corrobora com a proposição de um 

posicionamento semelhante ao TN16, mais enterrado na cavidade (Figura 6.21 A). Para o 

composto mais potente da série (composto 35), por exemplo, o grupo –NH do anel indol, 

identificado como importante para o aumento da potência citotóxica nos modelos de QSAR 

3D, estabeleceria uma interação polar com o resíduo de Val238, que também interage com 

TN16 (Figura 6.22 A). Os substituintes nas posições 5, 6 e 4’ preenchem a cavidade de 

interação, resultando em complementaridade estrutural. O substituinte formila na posição 3 

ocupa o mesmo posicionamento da carbonila do grupo pirrolidinadiona do ligante TN16.  

Para os aroilindóis (conjunto de dados 2), a importância das contribuições estérica e 

hidrofóbica, além do substituinte na posição 3’, sugere que o composto mais potente da 

série (composto 22, Figura 6.22 B) pode se posicionar na subregião da cavidade que é 

ocupada pela região hidrofóbica da colchicina, com o grupo metoxifenila em 3’ ocupando a 

posição desse mesmo substituinte no composto T138067 (Figuras 6.5 e 6.6). O grupo 

carbonila que liga os dois anéis aromáticos nos aroilindóis estaria ocupando posição similar 

à do espaçador sulfonamida do inibidor T138067, numa região onde os grupos amida das 

cadeias principais de Asp251 e Leu255 estariam voltados para o inibidor. Finalmente para 

os ariltioindóis e derivados (conjunto de dados 3), o grupo 3,4,5-trimetoxifenila, presente  
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nos inibidores clássicos da polimerização da tubulina, está relacionado ao aumento da 

potência inibitória de acordo com as análises de QSAR 3D, o que concorda com a 

proposição de um posicionamento semelhante ao da colchicina, sobreposto ao do composto 

ABT751 (Figura 6.4), mostrado na Figura 6.22 C para o composto mais potente da série 

(composto 38). De acordo com o modelo de interação proposto, o substituinte eletronegativo 

na posição 5, evidenciado nos modelos de QSAR 3D, deve corresponder à posição do 

grupo metoxila ligado ao anel C da colchicina (Figura 6.4). Além disso, o grupo éster na 

posição 3 pode ocupar posição semelhante ao grupo 2-acetamida da colchicina, razão pela 

qual substituintes de volume semelhantes são provavelmente favorecidos de acordo com os 

modelos de QSAR 3D. A análise dos posicionamentos propostos sugere que, apesar de 

compartilharem uma estrutura comum, os compostos indólicos podem interagir no mesmo 

sítio de interação da colchicina, mas de maneiras muito diversas.  

 

 
 
Figura 6.22 - Posicionamentos propostos para compostos representativos de cada conjunto de 

dados estudado. A) composto 35 (conjunto 1); B) composto 22 (conjunto 2) e C) 
composto 38 (conjunto 3). O núcleo indol se repete nesses conjuntos de dados, mas 
ocupa regiões diferentes nos 3 posicionamentos propostos. Os átomos de hidrogênio 
não foram mostrados. 

 

 

6.3 PLANEJAMENTO DE CHALCONAS COM ATIVIDADE ANTIMITÓTICA
269 

 

 

6.3.1 Planejamento de chalconas do tipo 1 

 

 

As chalconas (Figura 6.23) são uma classe de compostos quimicamente versáteis e 

de fácil síntese e, portanto, representam esqueletos químicos convenientes para o 

planejamento de novos ligantes do sítio da colchicina (Figura 6.14). Ao longo dos últimos 

anos, chalconas estruturalmente diversas, com diferentes atividades biológicas, têm sido 

sintetizadas e avaliadas em trabalhos do laboratório Estrutura e Atividade, coordenado pelos 

Profs. Rosendo Yunes e Ricardo Nunes, da UFSC270-274. Além disso, alguns outros estudos 

demonstraram que derivados de chalconas apresentam atividade antiproliferativa em várias 
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linhagens celulares, podendo ter aplicações potenciais no tratamento do câncer275-277.  

Chalconas capazes de competir com [3H] colchicina pela ligação à tubulina também já foram 

reportadas275. 

 

 
 
Figura 6.23 – Chalconas dos tipos 1 (1a, 2a-2c) e 2 (3 e 3a) planejadas. 

 

 Em trabalhos anteriores envolvendo o grupo dos Profs. da UFSC, uma série de 

chalconas derivadas do 2-naftaldeído foi sintetizada e avaliada em células de leucemia267. 

Dentre os compostos ensaiados, a chalcona 2a (Figura 6.23) apresentou citotoxicidade 

seletiva em células L-1210 (leucemia linfóide aguda murina) e capacidade de provocar 

interrupção da mitose e de promover apoptose, efeitos celulares característicos de agentes 

antitubulina178. A chalcona 2a apresenta grupos substituintes encontrados na 

combretastatina A-4 (Figura 6.1), produto natural cujo pró-fármaco de fosfato encontra-se 

atualmente em triagens clínica para o tratamento de câncer da tireóide.   

Nesse trabalho, uma série de chalconas (1), baseadas em ligantes clássicos do sítio 

da colchicina (Figura 6.23), foi planejada, sintetizada e avaliada em relação à sua potência 

antiproliferativa em células de leucemia L-1210 e aos seus efeitos na polimerização da 

tubulina purificada. O núcleo fundamental das chalconas (NFC, 1a) e os derivados 2a, 2b e 

2c foram sintetizados por condensação pela Dra. Louise Chiaradia e o mestrando Marlon 

Cordeiro, supervisionados pelos Profs. Drs. Rosendo Yunes e Ricardo Nunes (Figura 6.23). 

Como se pode notar, os compostos planejados contêm substituintes nos anéis A e B 

também encontrados em produtos naturais que se ligam ao sítio da colchicina. A chalcona 

2b contém um grupo dioxol também presente na estrutura da podofilotoxina, com função 
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semelhante aos substituintes 2-metoxicicloeptatrienona na colchicina ou 2-metoxifenol na 

combrestastatina A-4. O grupo 2-metoxifenol também está presente no derivado 2a (Figuras 

6.1 e 6.23). O derivado do 2-naftaldeído 2c contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila, recorrente 

nas estruturas da colchicina, podofilotoxina e combretastatina A-4 (Figuras 6.1 e 6.23). 

Os derivados de chalconas planejados e sintetizados foram ensaiados em células L-

1210, utilizando o método colorimétrico de redução do MTT (do inglês, 3-(4,5-dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) a formazant, pela doutoranda Evelyn Winter 

e o aluno de iniciação científica Bruno Mattei, orientados pela Profa. Dra. Tânia Creczynski-

Pasa, do Departamento de Ciências Farmacêuticas da UFSC e pela mestranda Fernanda 

Pedrini, orientada pela Profa. Maria Cláudia da Silva, do Departamento de Análises Clínicas 

da UFSC. Os ensaios de polimerização in vitro em tubulina purificada foram realizados em 

colaboração com o Dr. Hikmat Daghestani, orientado pelo Prof. Dr. Billy Day, do Department 

of Pharmaceutical Sciences, University of Pittsburgh. Os resultados estão mostrados na 

Tabela 6.11. Enquanto o esqueleto geral não substituído 1,3-difenilpropenona, (1a), não 

inibiu a polimerização da tubulina em concentrações de até 10 µM, o derivado 2c, contendo 

o grupo 3,4,5-trimetoxifenila presente em vários ligantes clássicos do sítio da colchicina, foi 

o composto mais potente da série, inclusive mais citotóxico que o derivado 2a, também 

derivado do 2-naftaldeído. O derivado 2c inibiu a polimerização da tubulina com potência 

similar à encontrada para a colchicina.  

 

Tabela 6.11 – Efeitos de citotoxicidade (células L-1210) e de inibição da polimerização da tubulina 
para as chalconas avaliadas. 

 

Chalcona 
IC50 (48 hs) 

Inibição do crescimento celular (L-1210) 

IC50 

Inibição da polimerização da tubulina 

Colchicina não determinado 2,3  ± 0,4 µM 

NFC não determinado
 

< 10 µM 

2a 54 ± 0,5 µM 3,6  ± 1,2 µM 

2b 47,5 ± 1,5 µM < 10 µM 

2c 26 ± 1,0 µM 2,2  ± 0,5 µM 

3a 30 ± 1,0 µM 2,8 ± 0,9 µM 

 

 

6.3.2 Planejamento de chalconas do tipo 2 

 

 

A importância do substituinte 3,4,5-trimetoxifenila para a inibição da polimerização da 

tubulina e para a atividade citotóxica motivou a síntese de uma nova série de chalconas 

                                                           
t
 O ensaio é baseado na redução do corante amarelo MTT, pelas desidrogenases mitocondriais das 
células metabolicamente ativas, a formazan, de coloração púrpura

278
. 
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apresentando o esqueleto geral 3, mostrado na Figura 6.23. Dezenove chalconas do tipo 2 

foram sintetizadas e avaliadas em células de leucemia L-1210. A mais potente delas, a 

chalcona 3a, apresentou potência similar à chalcona 2c, a mais potente do tipo 1 (Figura 

6.23 e Tabela 6.11). A chalcona 3a, juntamente com algumas chalconas do tipo 1, foi 

também avaliada em células JURKAT (linhagem de linfócitos T linfoblásticos humanos) e 

REH (linhagem celular linfóide humana), como modelos adicionais de leucemia, no 

laboratório de Biologia Molecular do Hospital Infantil Boldrini, em Campinas, pelos 

mestrandos Rafael Canevarolo e Carolina Souza, orientados pelo Dr. José Andrés Yunes. O 

método colorimétrico MTT-formazan foi utilizado para os testes. A chalcona 3a, do tipo 2, 

apresentou IC50 próximo a 1 µM em ambas as linhagens de células. As chalconas do tipo 1 

apresentaram potência semelhante e a colchicina foi cerca de 10 vezes mais potente que as 

chalconas nessas linhagens celulares. A chalcona 3a também apresentou capacidade de 

inibir a polimerização da tubulina com potência similar à encontrada para a colchicina 

(Tabela 6.11). 

Os efeitos das chalconas mais potentes dos tipos 1 e 2 foram também comparados 

em ensaios celulares de alto conteúdo, realizados em The University of Pittsburgh Drug 

Discovery Institute, sob orientação do Dr. Andreas Vogt, e em ensaios de inibição da 

migração em células de câncer de mama MDA-MB231, realizados em colaboração com a 

doutoranda Wanessa Altei, orientada pelo Prof. Dr. Adriano Andricopulo. 

 

 

6.3.3 Ensaios celulares de alto conteúdo comparativos 

 

 

Os agentes antitubulina caracteristicamente provocam interrupção do ciclo e 

perturbações nos microtúbulos celulares177, 178. Para estudar os efeitos das chalconas dos 

tipos 1 e 2 em células e se esses compostos provocam interrupção da mitose assim como a 

colchicina, análises celulares de alto conteúdo multiparamétricas foram realizadas. Para tal, 

a colchicina e as chalconas 1a, 2a, 2b e 2c, do tipo 1, além da chalcona 3a, a mais potente 

do tipo 2, foram investigadas e comparadas em suas habilidades em provocar perturbações 

dos microtúbulos, morfologia de apoptose e fosforilação de histona H3 (um marcador de 

mitose) em células HeLa. As células foram detectadas por contracoloração nuclear por 

HOECHST 33342, que também fornece informação sobre condensação da cromatina e 

densidade celular como marcadores de morte celular. Os ensaios celulares de alto conteúdo 

foram utilizados para verificar os efeitos agudos provocados pelos compostos testados nas 

células que permaneceram nos poços após o tempo de exposição (18 h). As células mortas 

ou não aderidas foram lavadas e desprezadas, e as alterações fenotípicas foram estudadas 

nas células restantes. 
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A avaliação quantitativa dos marcadores para morfologia nuclear (contracoloração 

com HOECHST 33342), interrupção da mitose (imunomarcação com anticorpos anti-fosfo-

histona H3) e perturbação dos microtúbulos (imunomarcação com anticorpos anti-α-tubulina) 

confirmou que, enquanto 1a e 2b não provocaram toxicidade para as células HeLa em 

concentrações tão altas quanto 50 µM, a colchicina e as chalconas 2a e 2c, derivadas do 2-

naftaldeído, além de 3a, provocaram redução da densidade celular nos poços, condensação 

da cromatina e aumento da porcentagem de células com níveis elevados de fosfo-histona 

H3 (Tabela 6.12). Em concordância com os ensaios em células de leucemia, colchicina foi 

cerca de 10 vezes mais potente que as chalconas mais potentes em células HeLa. A 

chalcona 3a foi cerca de duas vezes mais potente que a chalcona 2c e nove vezes mais 

potente que 2a. As curvas para colchicina, 2a, 2c e 3a também apresentaram a resposta 

bifásica típica para agentes desestabilizadores de microtúbulos: em baixas concentrações, a 

densidade dos microtúbulos aumentou, possivelmente em razão do encolhimento e 

arredondamento das células, provocando concentração dos microtúbulos numa área celular 

menor. Em altas concentrações, houve uma redução da intensidade nas medidas para a 

densidade dos microtúbulos, provavelmente provocada pela modificação do equilíbrio da 

dinâmica dos microtúbulos para a formação de heterodímeros não polimerizados (Figura 

6.2) que puderam ser extraídos durante os processos de permeabilização e lavagem das 

células (Figura 6.24)177, 178. Os valores de EC50 foram obtidos a partir das curvas de dose-

resposta para as medidas de densidade celular (Figura 6.24 A). Para as curvas de 

condensação da cromatina, densidade de microtúbulos e índice mitótico, medidas de 

concentração mínima efetiva detectável (MDEC, do inglês, minimum detectable effective 

concentration) foram utilizadas (Figuras 6.24 B-D) porque a forma das curvas obtidas 

inviabilizou a determinação de valores de IC50
177, 178. 

 

Tabela 6.12 – Análises de alto conteúdo para interrupção da mitose em células HeLa tratadas 
com derivados de chalconas. 

 

Composto 
EC50 (nM) 

Densidade celular 

MDEC(nM)
 

Condensação 
nuclear 

Intensidade para 
tubulina 

Índice mitótico
 

Colchicina 33 ± 4 12 ± 5 10 ± 4 16 ± 3 

NFC > 50000 > 50000 > 50000 > 50000 

2a 3300 ± 600 2200 ± 700 1100 ± 200 1400 ± 100 

2b > 50000 > 50000 > 50000 > 50000 

2c 684 ± 139 317 ± 23 283 ± 52 397 ± 24 

3a 357 ± 35 217 ± 67 139 ± 13 200 ± 15 
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Figura 6.24 - Análises de alto conteúdo para interrupção da mitose e alterações nos microtúbulos 

para células expostas a agentes antitubulina. As células foram tratadas em placas de 
384 poços com diluições de 10 vezes de colchicina ou das chalconas 2c e 3a, e 
analisadas para A) densidade celular, B) índice mitótico, C) condensação da cromatina 
e D) densidade de microtúbulos. Todos os compostos provocaram perda celular, 
aumento do índice mitótico, condensação nuclear e aumento inicial da densidade de 
microtúbulos que foi revertida em altas concentrações. 

 

A análise de fotomicrografias para a marcação do núcleo (em azul), da tubulina (em 

verde) e de fosfo-histona H3 (amarelo-vermelho) sugeriu que as células expostas ao veículo 

(DMSO 0,1%, controle negativo) apresentaram microtúbulos organizados e baixa 

porcentagem de células mitóticas (campos representativos estão mostrados na Figura 6.25). 

Concentrações citotóxicas, na faixa do médio nanomolar de colchicina (controle positivo), e 

alto nanomolar de 2c e 3a, provocaram desorganização dos microtúbulos e aumento da 

porcentagem de células mitóticas. A análise da contracoloração do núcleo indicou também a 

presença de núcleos apoptóticos, condensados e fragmentados. 
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Figura 6.25 - Imunomarcação para interrupção na mitose em células HeLa. As células foram 

tratadas com A) DMSO 0,1%, B) colchicina 62 nM, C) chalcona 2c, mais potente do 
tipo 1 (940 nM) ou D) chalcona 3a, mais potente do tipo 2 (470 nM), e marcadas com 
anticorpos anti-α-tubulina (verde), anti-fosfo-histona H3 (amarelo-vermelho) e 
HOECHST 33342 (azul). 

 

 

6.3.4 Efeitos na migração celular 

 

 

 A migração direcional de células de câncer metastáticas requer alterações na 

polaridade das células e o remodelamento do citoesqueleto, o que depende da regulação 

dos microtúbulos, actina e filamentos intermediários nas células. Dessa forma, além dos 

efeitos na divisão celular, agentes antitubulina também interferem com a migração celular184-

186. Por essa razão, os efeitos na migração celular provocados por colchicina, e as 

chalconas mais potentes dos tipos 1 e 2, 2c e 3a, foram também avaliados e comparados 

em células de câncer de mama invasivas não-dependentes de estrógenos (MDA-MB-231). 

 Os compostos foram primeiramente avaliados em ensaios de cicatrização celular in 

vitro (wound healing). Os resultados, apresentados na Figura 6.26, foram utilizados para a 

seleção das concentrações seriadas para os ensaios de migração quantitativos utilizando 

câmaras de Boyden. Como esperado, a chalcona 3a, do tipo 2, foi mais potente que a 

chalcona 2c, do tipo 1, em ambos em ensaios. Interessantemente, como mostrado na 

Tabela 6.13, a chalcona 3a demonstrou potência semelhante à da colchicina nos ensaios de 

migração em células MDA-MB-231. 

 Os resultados dos testes celulares para as chalconas planejadas nesse trabalho 

corroboraram com os resultados para inibição da polimerização da tubulina e encorajaram o 

planejamento e a investigação do mecanismo de ação citotóxica de outros análogos de 

chalconas modificados no esqueleto central. Dessa forma, N-acilhidrazonas e 

tiosemicarbazonas também foram estudadas. 
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Figura 6.26 - Ensaio de cicatrização celular in vitro para avaliação da inibição da migração de 
células MDA-MB-231 por colchicina e pelas chalconas 2c e 3a em três concentrações 
diferentes. 

 

Tabela 6.13 – Efeitos das chalconas 2c e 3a na migração das células MDA-MB-231. 
 

Composto 
Cicatrização celular in vitro  

(% de inibição a 1 μM) 

IC50 (nM)
* 

Ensaio de migração celular quantitativo 
em câmara de Boyden 

Colchicina 74 ± 2 475 ± 106 

2c 46 ± 2 1095 ± 29 

3a 54 ± 3 656 ± 119 

 

 

6.3.5 Proposição de análogos restritos 

 

 

O sistema enona, presente na estrutura das chalconas, pode adotar duas 

conformações distintas, s-cis ou s-trans, dependendo das posições relativas das ligações 

C=O e C=C (Figura 6.27). Análises conformacionais demonstraram que as chalconas não 

substituídas em α preferencialmente adotam a conformação s-cis. Entretanto, análogos 

contendo substituintes que favoreçam a conformação s-trans por impedimento estérico, ou 

análogos conformacionalmente restritos, resultam em maior afinidade por tubulinau. A 

orientação dos dois anéis aromáticos é, portanto, uma característica relevante para a 

atividade das chalconas74, 275, 280. Esse resultado já era esperado, levando-se em 

consideração que os grupos substituintes nas s-trans chalconas podem se sobrepor aos 

                                                           
u
 Em estudos em que foram utilizados cálculos de mecânica molecular, a diferença entre os 
confôrmeros s-cis e s-trans de mais baixa energia para chalconas não substituídas em α, como as 
estudadas nesse trabalho, é da ordem de 3,87 kJ.mol

-1278, 279
. 
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grupos de propriedades semelhantes na estrutura da colchicina, o mesmo não sendo 

verificado para os análogos s-cis (Figuras 6.1 e 6.23). Além disso, a configuração do 

sistema enona é também importante (Figura 6.27)275, 278. As constantes de acoplamento dos 

sinais nos espectros de RMN 1H para a série de chalconas do tipo 1 e 2 sintetizadas nesse 

trabalho revelam que as estruturas são E-chalconas, exceto para a chalcona 3a, a mais 

potente do tipo 2, que é uma mistura dos isômeros configuracionais E e Z (2:1). A 

configuração Z é menos estável em razão dos efeitos estéricos entre a carbonila e o anel B. 

Alguns trabalhos demonstram que chalconas de configuração E são mais potentes que as 

correspondentes Z-chalconas, o que seria contrário à observação de que a chalcona 3a está 

entre as mais potentes dentre as chalconas avaliadas nesse trabalho275, 278.  

 

 
 
Figura 6.27 – Configurações e conformações das chalconas. 

 

Uma vez que a orientação espacial dos anéis aromáticos é uma característica 

importante para a inibição da polimerização da tubulina, diferentes condições de reação 

estão sendo utilizadas para obtenção de diferentes proporções dos isômeros geométricos 

da chalcona 3a para avaliações biológicas. Além disso, análogos conformacionalmente 

restritos da chalcona 3a estão sendo planejados e sintetizados pelo mestrando Marlon 

Cordeiro e a Dra. Louise Chiaradia, no grupo dos Profs. Rosendo Yunes e Ricardo Nunes. A 

avaliação desses análogos em ensaios de polimerização da tubulina e em ensaios de 

crescimento e migração celular será importante para o estudo da influência da posição dos 

grupos substituintes para a atividade desses compostos. 

 

 

6.4 PLANEJAMENTO DE DERIVADOS N-ACIL-HIDRAZÔNICOS COM ATIVIDADE ANTI-

PROLIFERATIVA 

 

 

Chalconas dos tipos 1 e 2 foram planejadas, sintetizadas, avaliadas em ensaios 

celulares e de polimerização da tubulina, e comparadas com a colchicina. Os derivados 

mais potentes, 2c e 3a, apresentaram potência inibitória da polimerização da tubulina e da 
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migração celular na mesma ordem de grandeza que as determinadas para a colchicina. 

Esses mesmos compostos também demonstraram atividade antimitótica em ensaios de alto 

conteúdo para interrupção da mitose. Entretanto, as chalconas mais potentes foram cerca 

de 10 vezes menos tóxicas em células de leucemia que o controle positivo. Concentrações 

maiores que as de colchicina também foram necessárias para inibir a adesão e a 

sobrevivência de células HeLa. Uma nova série de N’-benzilideno-3,4,5-trimetoxi-benzo-

hidrazidas, análogas às 3,4,5-trimetoxichalconas, foi então planejada (Figura 6.28). Assim 

como as chalconas, as benzilidenos-benzo-hidrazidas apresentam esqueletos químicos 

convenientes para o planejamento de inibidores da polimerização da tubulina em razão de 

sua simplicidade e versatilidade química.  

Derivados de N-acil-hidrazonas são compostos amplamente descritos na literatura, 

com diferentes atividades biológicas reportadas. O próprio esqueleto central das N-acil-

hidrazonas pode ser considerado uma estrutura privilegiada ao qual podem ser adicionados 

substituintes em posições específicas para fornecer grupos capazes de interagir 

seletivamente com diferentes alvos biológicos, resultando em diferentes atividades 

farmacológicas281, 282. 

 

 
 
Figura 6.28 - Derivados de 3’,4’,5’-trimetoxichalconas inibidoras da polimerização dos microtúbulos 

(2c e 3a) inspiraram a proposição de 24 análogos modificados no esqueleto central, os 
derivados da N’’-benzilideno-3,4,5-trimetoxibenzo-hidrazida (4) que contêm um 
esqueleto central N-acil-hidrazona substituído com um grupo 3,4,5-trimetoxifenila no 
anel A e um anel aromático em R (anel B). 

 

Quatro estados conformacionais principais podem ser atribuídos à unidade central N-

acil-hidrazona e devem ser levados em consideração no planejamento de novos inibidores 

da tubulina (Figura 6.29). Estruturas cristalográficas de derivados das (E)-N’-benzilideno-
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benzo-hidrazidas sugerem que, nos confôrmeros mais estáveis, a estrutura é linear, mais 

parecida com a representada em 2D para o conformação A. Nessa conformação, entretanto, 

os substituintes do sistema N-acil-hidrazona não podem se sobrepor aos grupos de 

características semelhantes na estrutura dos ligantes clássicos do sítio da colchicina. 

Análises conformacionais de derivados de N-acil-hidrazonas análogos às (E)-N’-benzilideno-

benzo-hidrazidas estudadas nesse trabalho, sugerem, entretanto, que, em solvente aquoso, 

as diferenças de energia entre diferentes conformações populadas podem ser tão pequenas 

quanto 1 kcal/mol, permitindo que diferentes estados conformacionais coexistam nesse 

ambientev. Os derivados de N-acil-hidrazonas foram sintetizados e avaliados em células de 

leucemia, em ensaios de polimerização da tubulina e através de análises de alto conteúdo. 

Como os compostos encontram-se atualmente em processo de proteção intelectual, os 

resultados não serão apresentados nessa tese. 

Assim como algumas substituições em α nas (E)-chalconas favorecem a 

conformação s-trans, a conformação B pode ser favorecida em análogos N-metil-

substituídos das N-acil-hidrazonas em solvente aquoso282. Restrições conformacionais 

provocadas pelo substituinte podem resultar em aumento da afinidade devido à redução do 

custo entrópico para ligação ao alvo molecular. Análogos conformacionalmente restritos 

também estão sendo planejados para a continuação desse trabalho. 

 

 
 
Figura 6.29 - Principais estados conformacionais que podem ser atribuídos à unidade central N-acil-

hidrazona. 
 

 

 

 

 

 

 

                                                           
v
 Para N-acil-hidrazonas não substituídas em N, como as estudadas nesse trabalho, o mesmo estudo 
indicou que a conformação D se convertia espontaneamente para B em solução. As diferenças 
energéticas entre as conformações A, B e C eram desprezíveis. 
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6.5 INVESTIGAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DE TIOSEMICARBAZONAS CITOTÓXICAS
283 

 

 

Uma série de 13 derivados da 2-acetilpiridina-N4-fenil-tiosemicarbazona (Figura 6.31, 

H2Ac4Ph, 5) e seus complexos de Gálio correspondentes foi planejada e sintetizada pela 

doutoranda Josane Lessa, orientada pela Profa. Dra. Heloísa Beraldo, do Departamento de 

Química da Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG. Os compostos foram avaliados 

em células de câncer de mama humano dependente de estrógenos (MCF-7) e em linhagens 

de células de glioma malignos (T98G e U87) pela doutoranda Marcella Soares, orientada 

pela Dra. Raquel Santos, do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear, CDTN, em 

Belo Horizonte. Os derivados foram citotóxicos para as três linhagens celulares em 

concentrações nanomolares, mas não apresentaram toxicidade significativa em eritrócitos 

humanos, sugerindo aceitável toxicidade preliminar. Estudos das alterações fenotípicas 

provocadas pelos compostos em células indicaram que apoptose e autofagia poderiam estar 

envolvidos no mecanismo de ação dos derivados. Uma vez que, além de apoptose, morte 

celular autofágica pode ser provocada por agentes antitubulina, os efeitos provocados pelo 

análogo para-clorofenila, H2Ac4pClPh, 5a, na polimerização da tubulina in vitro, e em 

ensaios de alto conteúdo, foram estudados (Figura 6.30)284. O complexo de gálio do análogo 

5a, [Ga(2Ac4pClPh)2]NO3, assim como o sal de gálio, Ga(NO3)3.xH2O, também foram 

investigados, para estabelecer se a complexação ao metal provoca um aumento na potência 

do ligante, uma vez que sais de gálio já foram previamente reportados como capazes de 

inibir a polimerização da tubulina e provocar efeitos antimitóticos em células L-1210285.  

 

 
 
Figura 6.30 - Uma série de tiosemicarbazonas (5) foi investigada. O análogo 5a e seu complexo de 

gálio, Ga(5a)2NO3, foram avaliados em seus efeitos na polimerização da tubulina e em 
ensaios celulares de alto conteúdo para a determinação do mecanismo de ação 
citotóxica desses compostos. 

 

 

6.5.1 Efeitos na polimerização da tubulina 

 

 

Pelo menos 3 concentrações seriadas do ligante 5a, seu complexo de gálio 

Ga(5a)2NO3 e do sal de gálio Ga(NO3)3.xH2O foram avaliadas em relação aos seus efeitos 

na polimerização da tubulina (Figura 6.31). O sal de gálio Ga(NO3)3.xH2O não apresentou 

atividade mesmo em concentrações de 40 µM, enquanto o derivado 5a e seu complexo de 
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gálio Ga(5a)2NO3 inibiram a polimerização da tubulina em altas concentrações. Embora uma 

pequena concentração de colchicina (2,5 µM) tenha reprimido completamente a formação 

dos polímeros, 100% de inibição da polimerização não foi observado para a 

tiosemicarbazona 5a ou seu complexo de gálio, mesmo em concentrações próximas aos 

limites de solubilidade para esses compostos. 

 

 
 
Figura 6.31 - Inibição da polimerização da tubulina purificada in vitro. A) 5a e B) o seu complexo 

Ga(5a)2NO3 inibiram parcialmente a polimerização da tubulina de maneira 
concentração-dependente. 

 

 

6.5.2 Análises mutiparamétricas de alto conteúdo 

 

 

O fato de que a tiosemicarbazona 5a e seu complexo de gálio Ga(5a)2NO3 

aparentemente inibiram a polimerização da tubulina purificada in vitro de maneira 

concentração-dependente motivou a investigação do efeito desses compostos na 

perturbação dos microtúbulos celulares e na interrupção da mitose utilizando ensaios 

celulares de alto conteúdo. 

A análise de fotomicrografias de fluorescência para a marcação do núcleo, da 

tubulina e de fosfo-histona H3 indicou que, enquanto as células tratadas com DMSO 0,1% 

apresentaram microtúbulos organizados e baixa porcentagem de células mitóticas, 

concentrações nanomolares de colchicina induziram desorganização de microtúbulos e 

interrupção na mitose. Concentrações na faixa do baixo micromolar de 5a e do complexo 

Ga(5a)2NO3 provocaram desorganização dos microtúbulos com diminuição aparente da 

conteúdo de tubulina nas células e perda da estrutura celular. A análise da contracoloração 

dos núcleos indicou também a presença de núcleos condensados e fragmentados típicos de 

apoptose. Entretanto, em contraste com a colchicina, que provocou uma aumento do 

número de células positivas para fosfo-histona H3, esse mesmo fenótipo não foi observado 
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para 5a e Ga(5a)2NO3, sugerindo que esses compostos não interrompem a células em 

mitose (Figura 6.32). 

 

 
 
Figura 6.32 - Imunomarcação para interrupção da mitose em células HeLa, tratadas com A) DMSO 

0,1% (controle negativo), B) colchicina 62 nM, C) 5a 12,5 µM ou D) o complexo de 
Gálio Ga(5a)2NO3 12,5 µM e marcadas com anticorpos anti-α-tubulina (verde), anti-
fosfo-histona H3 (amarelo-vermelho) e HOECHST 33342 (azul). 

 

Os resultados do ensaio para interrupção da mitose multiparamétrico também 

indicaram que colchicina, 5a e Ga(5a)2NO3 provocaram redução da densidade celular 

(Figura 6.33). Conquanto a tiosemicarbazona 5a e seu complexo de gálio Ga(5a)2NO3 

tenham demonstrado atividade citotóxica em concentrações na faixa do baixo nanomolar em 

células de glioma e de câncer de mama, concentrações maiores (micromolares) foram 

requeridas para inibir a adesão e a sobrevivência das células HeLa (Tabela 6.14)286. É 

importante ressaltar, entretanto, que, os ensaios de alto conteúdo são utilizados nesse 

trabalho para avaliar efeitos tóxicos agudos provocados pela exposição das células aos 

compostos, e, portanto, as avaliações são realizadas em diferentes períodos de tempo (48 e 

18 h, respectivamente). As células tratadas com colchicina, 5a e Ga(5a)2NO3 apresentaram 

cromatina condensada e alterações dos microtúbulos. A colchicina também provocou um 

aumento concentração-dependente da porcentagem de células com níveis elevados de 

fosfo-histona H3, enquanto 5a e Ga(5a)2NO3 não demonstraram o mesmo comportamento 

(Figura 6.33). Portanto, apesar da habilidade de 5a e de seu complexo de gálio Ga(5a)2NO3 

em inibir parcialmente a polimerização da tubulina e provocar desorganização dos 

microtúbulos, esses compostos não provocaram interrupção da mitose. Como 

consequência, interação direta com tubulina provavelmente não é responsável pela potente 

atividade citotóxica e efeitos pro-apoptóticos associados a esses compostos. Novos 

análogos contendo grupos metoxila nas posições 3, 4 e 5 em R poderão ser planejados 

(Figura 6.30). 
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Figura 6.33 - Análises de alto conteúdo para perfis de interrupção da mitose e alterações nos 
microtúbulos para células expostas aos compostos avaliados. As células foram 
tratadas em placas de 384 poços com diluições de 10 vezes de colchicina ou dos 
derivados 5a, Ga(5a)2NO3, ou Ga(NO3)3.xH2O e analisadas para A) densidade celular, 
B) condensação da cromatina, C) densidade de microtúbulos e D) índice mitótico. 
Todos os compostos, exceto o sal de gálio, Ga(NO3)3.xH2O, provocaram redução da 
densidade  celular, condensação nuclear e perturbações dos microtúbulos celulares. 
Colchicina, um agente antimitótico típico, provocou aumento do índice mitótico, o que 
não foi observado para os outros compostos. 
 

 

Tabela 6.14 - Resultados das análises de alto conteúdo em células HeLa. 
 

Composto 
EC50 (nM) 

Densidade celular 

MDEC(nM)
 

Condensação 
nuclear 

Intensidade de 
tubulina 

Índice mitótico
 

Colchicina 33 ± 4 12 ± 5 10 ± 4 16 ± 3 

5a 9200 ± 800 5800 ± 2000 3600 ± 100 > 50000 

Ga(5a)2NO3 7300 ± 300 4400 ± 900 2700 ± 500 >  50000 

Ga(NO3)3.xH2O > 50000 >  50000 >  50000 >  50000 
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Capítulo 7 

 

Conclusões & Perspectivas 

 

Contar é muito, muito dificultoso. Não pelos anos que se já passaram. Mas pela 

astúcia que têm certas coisas passadas - de fazer balancê, de se remexerem dos lugares.  

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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7.1 CONCLUSÕES 

 

 

 Nessa tese de doutorado, as estratégias de planejamento baseadas na estrutura do 

receptor e do ligante foram integradas para estudar os requerimentos de ligação de agentes 

antitubulina às suas cavidades de interação nos microtúbulos, os quais representam um 

importante alvo molecular para o desenvolvimento de compostos com atividade anticâncer. 

A informação obtida a partir dos estudos de ligantes estruturalmente diversos e 

quimicamente complexos das diversas cavidades de interação extensas da tubulina, um 

alvo flexível e dinâmico, foi utilizada para a proposição e para a seleção de compostos 

estruturalmente mais simples em diferentes estratégias de triagem virtual. Em conjunto com 

abordagens experimentais, os estudos resultaram na identificação de chalconas e N-acil-

hidrazonas, versáteis e de fácil síntese, apresentando atividade antiproliferativa, antitubulina, 

antimitótica e inibitória da migração celular, e de caseobliquinas, produtos naturais 

estabilizadores de microtúbulos com atividade citotóxica. 

A integração de métodos computacionais de SBDD e LBDD com métodos 

bioquímicos foi característica importante nesse projeto de doutorado, evidenciada pelos 

artigos em colaboração e de revisão publicados durante esse período, listados nos anexos 

da presente tese. 

 

 

7.2 PERSPECTIVAS 

 

 

 A organização de informações relevantes a respeito da interação da tubulina com 

seus ligantes resultou na proposição de modelos de interação entre promotores e inibidores 

da polimerização dos microtúbulos com suas respectivas cavidades de ligação no receptor-

alvo. Estudos adicionais do sistema tubulina/microtúbulos poderão contribuir para confirmar 

essas hipóteses ou fundamentar a proposição de outras sugestões no processo iterativo de 

planejamento de compostos com atividade anticâncer. Nesse contexto, tentativas de 

cristalização da tubulina com os ligantes identificados nesse trabalho foram executadas em 

colaboração com a doutoranda Daiana Martil, orientada pelo prof. Dr. Otávio Thiemann, do 

IFSC, e a profa. Dra. Tatiane Balliano, da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), sendo 

que esse projeto está sendo continuado pelo doutorando Ricardo Santos. A obtenção de 

uma estrutura cristalográfica da tubulina em complexo com esses ligantes seria de grande 

importância para o entendimento das interações ligante-receptor relevantes para o 

reconhecimento molecular e atividade biológica. Essa tarefa é, entretanto, bastante 

complexa já que não há estruturas em complexo com estabilizadores que tenham sido 
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obtidas por cristalografia de raios-X e nem informação estrutural para inibidores em 

complexo com tubulina na ausência da proteína acessória estatimina. Além disso, uma nova 

série de caseobliquinas está sendo avaliada em ensaios de polimerização da tubulina 

purificada in vitro pelo doutorando Ricardo Santos, para o estabelecimento das relações 

estrutura-atividade nessa classe de produtos naturais identificados como estabilizadores de 

microtúbulos. 

Uma vez que a orientação espacial dos anéis aromáticos foi identificada como uma 

característica importante para a ligação ao sítio da colchicina e inibição da polimerização da 

tubulina, análogos conformacionalmente restritos das chalconas e N-acilhidrazonas 

identificadas estão sendo sintetizados no Laboratório Estrutura e Atividade, UFSC, e 

avaliados pela doutoranda Wanessa Altei. Os resultados gerados a partir dessas novas 

análises serão importantes para a proposição de novos compostos e otimização da estrutura 

molecular dos ligantes da tubulina identificados durante esse período.  
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Eu sou é eu mesmo. Diverjo de todo o mundo. 

Guimarães Rosa (Grande Sertão :Veredas) 
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