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RESUMO 

SALCEDO, D. L. P. Estudos de modelagem molecular na caracterização da interação 

entre o domínio de ligação da colchicina da αβ-tubulina e agentes antitumorais. 2021. 92 

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

São Carlos, 2021. 

 

O câncer consiste em uma série de doenças que tem em comum o crescimento desordenado de 

células. Os microtúbulos, componentes principais do citoesqueleto das células eucariotas, são 

polímeros formados por heterodímeros de α/β-tubulina. Estão envolvidos na motilidade, 

transporte e formação da estrutura celular. Portanto, o desenvolvimento de agentes citotóxicos 

que atuem sobre os microtúbulos é de grande importância na terapia de diversas doenças, 

incluindo o câncer. Neste trabalho, estudos computacionais foram desenvolvidos para estimar 

a capacidade de moléculas se ligarem ao domínio de ligação da colchicina nas isoformas βIIB e 

βIII da tubulina. Estas moléculas impedem a polimerização dos microtúbulos durante o processo 

de divisão celular e, portanto, podem atuar como compostos anticâncer. Foram realizados 

estudos de docagem molecular para um conjunto de compostos com propriedades anticâncer. 

Os resultados serviram de base para a realização de simulações de dinâmica molecular dos 

sistemas proteína-ligante. As simulações de dinâmica molecular, em conjunto com análises de 

clustering de conformações, apontaram a estabilidade dos compostos no domínio de ligação da 

colchicina. Adicionalmente, a formação de redes de moléculas de água que atuam como 

estabilizadoras dos ligantes no sítio de interação foi investigada. As moléculas de água que 

interagem com a colchicina no seu domínio de ligação foram analisadas usando uma série de 

estruturas cristalográficas de alta resolução das isoformas αIB/βIIB da tubulina. Em seguida, 

foram gerados modelos dos dímeros αIB/βIIB e αIB/βIII da tubulina humana ligados à colchicina. 

A partir destes modelos, foram realizadas simulações de dinâmica molecular que indicaram o 

papel chave do resíduo Ser241B na formação da rede de águas na isoforma βIII. Este achado 

corrobora a atividade apresentada em ensaios in vitro realizados com essa isoforma. Estes 

resultados revelam aspectos moleculares importantes para o reconhecimento intermolecular 

entre a tubulina e seu ligantes, destacando o papel essencial desempenhado por moléculas de 

água estruturais. Estas descobertas são úteis para o planejamento de novos inibidores da 

polimerização da tubulina e para o desenvolvimento de candidatos a fármacos mais eficazes 

para o tratamento do câncer. 

Palavras-chave: Química medicinal. Tubulina. Planejamento de fármacos. Câncer. Dinâmica 

molecular.     

 



 

 

  

  



 

ABSTRACT 

 
SALCEDO, D. L. P. Molecular modeling studies on the interaction between the colchicine 

binding domain in αβ-tubulin and antitumoral agents. 2021. 92 p. Thesis (Doutorado em 

Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2021. 

 

Cancer consists of a series of diseases that have in common the uncontrolled growth of cells. 

Microtubules, the major components of the cytoskeleton of eukaryotic cells, are polymers 

formed by α/β-tubulin heterodimers. They are involved in motility, transport, and formation of 

cell structure. Therefore, the development of cytotoxic agents that act on microtubules is highly 

important for the treatment of several diseases, including cancer. In this work, computational 

studies were developed to estimate the ability of molecules to interact with the colchicine 

binding domain in βIIB and βIII tubulin isoforms. These molecules prevent the polymerization 

of microtubules during the process of cell division and, therefore, can act as anticancer 

compounds. Molecular docking studies were carried out for a set of compounds with anticancer 

properties. These results served as the basis for carrying out molecular dynamics simulations 

of the protein-ligand systems. The molecular dynamics, along with conformational cluster 

analysis, demonstrated the stability of the compounds in the colchicine binding domain. 

Additionally, the formation of networks of water molecules that stabilize the compounds at the 

binding site was investigated. The water molecules that interact with colchicine in its binding 

domain were investigated using a series of high-resolution crystallographic structures of the 

αIB/βIIB tubulin isoforms. Subsequently, models of the αIB/βIIB and αIB/βIII dimers of human 

tubulin bound to colchicine were generated. Based on these models, molecular dynamics 

simulations were performed and indicated the key role played by Ser241B in the formation of 

the water network in the βIII isoform. This finding corroborates the activity of in vitro assays 

performed with this isoform. These results reveal important molecular aspects for the 

intermolecular recognition between tubulin and its ligands, highlighting the essential role 

played by structural water molecules. These findings are useful for the design of novel tubulin 

polymerization inhibitors and for the development of more effective drug candidates for the 

treatment of cancer. 

 

 

Keywords: Medicinal chemistry. Tubulin. Cancer. Molecular dynamics. Drug design. 
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1 Introdução 

 

A tubulina é uma proteína estrutural essencial para a formação dos microtúbulos, os quais são 

estruturas do citoesqueleto celular.1 O domínio de ligação do fármaco colchicina na α/β-

tubulina tem sido amplamente estudado no planejamento de moduladores da tubulina com 

potencial anticâncer.2 A modulação do sítio de ligação da colchicina é uma alternativa em 

relação aos sítios de ligação de fármacos amplamente usados no tratamento do câncer, como o 

paclitaxel.3 Mutações nestes sítios de interação e mudanças na expressão das diferentes 

isoformas da tubulina estão, frequentemente, associados à emergência de resistência a estes 

fármacos. Apesar da grande quantidade de estudos sobre o tema, ainda não estão totalmente 

esclarecidas as razões da diferença de afinidade da colchicina frente a diferentes isoformas, 

especialmente sua baixa afinidade pela isoforma βIII.
4 Estudos tem demonstrado que a expressão 

desta isoforma está aumentada em vários tipos de câncer.5 Neste trabalho, técnicas de 

modelagem molecular foram utilizadas para investigar as interações de compostos que possuem 

o grupo fenil-trimetoxi com os dímeros αIB/βIIB e αIB/βIII da tubulina. Estas informações são 

úteis no planejamento de novos compostos com propriedades antitumorais otimizadas. Nesta 

seção, é apresentada uma breve introdução ao conceito de câncer e ao uso da tubulina como 

alvo molecular para o planejamento de fármacos. Além disso, serão apresentados conceitos 

fundamentais sobre as diferentes técnicas utilizadas no desenvolvimento deste estudo.  

 

1.1 Câncer 

 

O Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI, do inglês National Cancer 

Institute) define o câncer como uma série de doenças que tem em comum o crescimento 

desordenado de células que invadem tecidos e órgãos, podendo espalhar-se sem controle para 

outras regiões do corpo.6 O processo de disseminação de células tumorais para outras partes do 

corpo é conhecido como metástase. De acordo com o Instituto Nacional do Câncer do Brasil 

(INCA), câncer é o nome dado a mais de 100 doenças que compartilham esse comportamento, 

ou seja, células que se dividem rapidamente e tendem a ser muito agressivas e incontroláveis, 

determinando a formação de tumores ou neoplasias malignas.7 O câncer pode ser provocado 

por fatores internos ou externos. Os fatores externos incluem o tabagismo, maus hábitos 

alimentares, alcoolismo, uso de alguns medicamentos e a alta exposição à radiação solar. Em 

muitos tipos de câncer ocorre a formação de tumores sólidos, com exceção dos que afetam o 

sangue, como a leucemia.6 
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Em oposição aos tumores cancerosos (malignos), os tumores benignos são massas 

localizadas de células que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido 

original, raramente constituindo um risco de vida. De acordo com da Organização Mundial da 

Saúde (OMS) o câncer causou 10 milhões de óbitos em 2020, sendo a primeira ou segunda 

causa de morte para pessoas com menos de 70 anos em 112 dos 183 países estudados, e ocupou 

a terceira ou quarta posição em outros 23.8 O câncer de mama feminino é o mais comum, com 

2,3 milhões de novos casos (11,7%), seguido do de pulmão (11,4%), colorretal (10,0%), de 

próstata (7,3%) e de estômago (5,6%). O câncer de pulmão é a principal causa de morte por 

neoplasia, com uma estimativa de 1,8 milhão de mortes (18%), seguido do câncer colorretal 

(9,4%), de fígado (8,3%), de estômago (7,7%) e de mama feminino (6,9%).8  

As células cancerosas se tornam insensíveis aos mecanismos de auto reparação e 

regulação devido a mutações no DNA. Dentre as alterações relacionadas à malignidade dos 

tumores, destacam-se: (I) autossuficiência de sinais de crescimento; (II) insensibilidade a 

fatores inibidores do crescimento; (III) evasão da apoptose (morte celular programada); (IV) 

potencial de replicação ilimitado; (V) angiogênese sustentada e (VI) invasão de outros tecidos 

ou metástase.9 Uma complexa rede de vias bioquímicas está envolvida no desenvolvimento e 

manutenção desses mecanismos. Esta rede bioquímica gera oportunidades para a intervenção 

farmacológica em diferentes alvos moleculares,  incluindo proteínas e ácidos nucleicos, os quais 

podem ter sua atividade modulada por moléculas pequenas.10 Alguns exemplos de vias e alvos 

moleculares importantes incluem a enzima telomerase,11 a via de sinalização de fatores de 

crescimento epitelial,12 as enzimas quinases13, e a tubulina, alvo molecular selecionado neste 

trabalho.14 

Os casos mais complexos e letais de câncer, como os tumores metastáticos, exigem 

tratamentos múltiplos além da remoção cirúrgica, incluindo a radioterapia e a quimioterapia.15 

A quimioterapia, no entanto, apresenta diversos problemas, principalmente alta toxicidade, a 

qual está relacionada à inabilidade de o fármaco atuar seletivamente sobre as células tumorais, 

poupando as células saudáveis do organismo. Além disso, muitos fármacos disponíveis 

atualmente estão sujeitos a múltiplos mecanismos de resistência, o que reduz sua eficácia 

terapêutica.16 O cenário atual, de significativo avanço da doença, demonstra a necessidade de 

se desenvolver novos compostos mais eficazes, seletivos e seguros para a terapia do câncer. 
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1.2 Microtúbulos  

 

Os microtúbulos são o maior componente do citoesqueleto das células eucariotas. Sua 

sequência de resíduos de aminoácidos tem sido bastante conservada ao longo do processo 

evolutivo.17  Os microtúbulos são polímeros formados por repetições de heterodímeros de α/β-

tubulina e estão envolvidos na motilidade, transporte e estrutura celulares. Todas estas funções 

envolvem a interação dos microtúbulos com um grande número de proteínas associadas 

conhecidas como MAPs (do inglês, Microtubule-Associated Proteins), que são importantes 

para a regulação e distribuição dos microtúbulos na célula.18  

A função vital desempenhada pelos microtúbulos os torna alvos moleculares muito 

atrativos para o desenvolvimento de compostos que atuem como agentes citotóxicos. Ao 

interferir na dinâmica regular de formação e decomposição dos microtúbulos e, 

consequentemente, nas diferentes funções do citoesqueleto, esses compostos apresentam 

grande potencial no combate ao câncer.19 Os microtúbulos são responsáveis pela separação dos 

cromossomos durante a mitose, o que ressalta ainda mais sua importância como alvos 

moleculares para o desenvolvimento de moléculas com potencial terapêutico contra o câncer.17 

Os heterodímeros de α/β-tubulina são a unidade fundamental para a construção dos 

microtúbulos, que crescem e se alongam para formar o fuso mitótico durante a divisão celular.20 

Durante a mitose, a rede de microtúbulos se modela para conferir a dinâmica de movimentos 

necessários para que os filamentos do fuso mitótico efetuem de forma correta a segregação dos 

cromossomos.21 A formação dos feixes mitóticos (áster) e dos microtúbulos cinetócoros requer 

uma dinâmica muito bem regulada para garantir a correta fixação e separação dos cromossomos 

durante a divisão celular.22 A falha em fixar ou segregar corretamente os cromossomos 

interrompe o ciclo celular no ponto de controle mitótico, o que leva ao início do processo de 

apoptose (morte celular programada).21 Cada microtúbulo é formado pela associação paralela 

de protofilamentos, os quais são polímeros lineares formados a partir dos dímeros de α/β-

tubulina (figura 1). 
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Figura 1. Polimerização dos microtúbulos. Os dímeros de tubulina se unem de formando oligômeros que se 

alongam em protofilamentos. Quando os protofilamentos atingem um comprimento crítico estimado de 

12 ± 2 dímeros, eles começam a interagir lateralmente formando folhas com uma curvatura interna 

intrínseca característica. Com um número típico de 13 protofilamentos, a folha de tubulina se fecha em 

um tubo, formando um microtúbulo. A estrutura apresenta uma simetria helicoidal esquerda. 

Fonte: Adaptada de PAMPALONI; FLORIN.23 

 

A sequência e a estrutura da tubulina contêm as informações necessárias para a 

automontagem dos protofilamentos em microtúbulos polares e dinâmicos, que por sua vez 

interagem com uma série de outros componentes celulares.18 Ao contrário de outros 

componentes do citoesqueleto celular, como os filamentos de actina que crescem 

continuamente enquanto houver G-actina disponível, os microtúbulos alternam entre fases de 

crescimento e contração, mesmo sob alta concentração de tubulina livre.24 Este comportamento 

dinâmico é observado tanto in vitro quanto in vivo, e permite que o citoesqueleto seja 

rapidamente remodelado em resposta a sinais internos e externos. A dinâmica dos microtúbulos 

é incomum e de importância fundamental para o papel que estes polímeros desempenham nas 

células. Além disso, tanto o crescimento quanto o encurtamento destas estruturas podem gerar 

trabalho mecânico, traduzido em motilidade celular.25 A notável capacidade de alongamento e 

encurtamento dos microtúbulos de forma cíclica, denominada de instabilidade dinâmica, tem 

sido associada tanto ao estado das moléculas de guanosina-trifosfato (GTP) que se ligam 

reversivelmente à β-tubulina, quanto à estrutura dos protofilamentos de tubulina nas 

extremidades positivas e negativas. A dinâmica de montagem e desmontagem dos microtúbulos 

está intimamente associada ao ciclo de conversão do GTP em guanosina-difosfato (GDP)26 

(figura 2). 
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Figura 2.   Representação esquemática da instabilidade dos microtúbulos. (1) Os dímeros tubulina-GTP (β-tubulina 

representada em azul) adicionam-se ao microtúbulo em crescimento na extremidade positiva, que 

mantem uma estrutura aberta de tipo folha e uma tampa estabilizadora com GTP. (2) Após a perda 

estocástica da capa de GTP, o microtúbulo despolimeriza rapidamente em dímeros de tubulina-GDP (β-

tubulina representada em branco). O ciclo de montagem-desmontagem da tubulina é completado pela 

troca do nucleotídeo GDP com GTP. 

Fonte: Adaptada de STEINMETZ; PROTA.19  

 

Devido a sua polaridade intrínseca, os microtúbulos contêm duas extremidades 

estruturalmente distintas: uma extremidade negativa de crescimento lento e uma extremidade 

positiva de crescimento rápido. Nas células, as extremidades negativas dos microtúbulos são 

tipicamente ancoradas no centrossoma e não crescem. Em contraste, as extremidades positivas, 

altamente dinâmicas, são livres para explorar o espaço citoplasmático, alternando de maneira 

estocástica períodos de crescimento e encurtamento. Este comportamento de alternância que 

ocorre de forma aleatória é denominado instabilidade dinâmica.27 As subunidades da α/β-

tubulina ligadas ao GTP associam-se em protofilamentos de uma forma conhecida como 

“cabeça a cauda”. Normalmente, 13 protofilamentos são associados lado a lado para formar um 
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microtúbulo cilíndrico e oco.28 As extremidades positivas apresentam protofilamentos curvos 

durante a despolimerização do microtúbulo. Na polimerização, apresentam a forma de uma 

folha reta. Os dímeros de α/β-tubulina ligados ao GDP não se associam aos microtúbulos, no 

entanto, formam estruturas em forma de anéis.29 Acredita-se que a tendência de se curvar 

característica do complexo GDP-tubulina é o fenômeno responsável pela deformação do 

microtúbulo, causando a despolimerização quando se perde a tampa de α/β-tubulina ligada ao 

GTP na extremidade positiva. A partir destas informações, foi proposto um modelo para o 

dímero de tubulina se organizar em microtúbulos que se assemelha a um estado intermediário 

entre o reto e o curvo. A β-tubulina parece adotar uma conformação relacionada ao estado 

curvo, enquanto α-tubulina parece mais provavelmente associada à configuração reta.30 A 

curvatura resultante do dímero de tubulina na rede de microtúbulos indica o potencial dos 

dímeros para assumir a configuração exterior conhecida como forma de “chifre de carneiro 

dobrado”, encontrada após a despolimerização. As limitações de conformação no microtúbulo, 

entretanto, parecem agir contra esta flexão, e assim, direcionar o dímero para um estado 

intermediário. Como já destacado, o principal componente estrutural dos microtúbulos é a 

proteína tubulina. Dada a importância da tubulina, não é de se surpreender que ela seja 

explorada como alvo molecular para uma infinidade de compostos de origem natural e sintética, 

alguns dos quais são utilizados no tratamento do câncer.31 

 

1.3 α/β-tubulina  

 

A tubulina é uma proteína globular que se liga ao GTP e tem massa molecular de 

aproximadamente 55 kDa. Existem 23 genes funcionais no genoma humano que codificam 

diferentes tipos de tubulina. As proteínas que esses genes codificam são classificadas nas 

famílias de tubulinas α, β, γ, δ, e ε. Enquanto as tubulinas γ, δ e ε estão presentes principalmente 

no centrossoma, os dímeros de α- e β-tubulinas são a principal unidade de construção dos 

microtúbulos.31 Tanto a α- quanto a β-tubulina são formadas por cerca de 450 resíduos de 

aminoácido. Estes dois tipos de tubulina possuem uma alta semelhança, com cerca de 40% de 

identidade na sua sequência primária.30 Ainda que ambas as subunidades possam ligar GTP, 

somente a β-tubulina pode hidrolisar o GTP após a polimerização, convertendo-o em GDP 

(Figura 3). 
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Figura 3.   Dímero de α/β-tubulina em complexo com o GTP e GDP. Monômero de α-tubulina (azul) em complexo 

com o GTP (amarelo). Monômero de β-tubulina (laranja) em complexo com o GDP (amarelo). Íons 

magnésio em verde. 

Fonte: Elaborada pelo autor  

 

Nos seres humanos, sete isoformas da α-tubulina e nove da β-tubulina foram descritas, 

sendo relatada a expressão de isoformas específicas em determinados tecidos.32 Estas isoformas 

de α/β-tubulina apresentam variações na sequência de resíduos de aminoácidos, principalmente 

na extremidade C-terminal, composta por uma região altamente desordenada contendo entre 18 

e 24 resíduos. Apesar dessa variação, as diferentes isoformas conservam sua homologia, 

apresentando identidade de cerca de 95%.21 A cauda é importante na interação com outras 

proteínas, além de ser o local de modificações pós-traducionais, o que confere características 

únicas a cada isoforma. A polimerização de diferentes isoformas da tubulina nos microtúbulos 

afeta sua instabilidade dinâmica, sua interação com proteínas motoras e com as MAPs, além de 

modificar sua afinidade de ligação para diferentes compostos.32 A βI-tubulina é a isoforma mais 

comum enquanto a βIII-tubulina é localizada especificamente nos neurônios e testículos.4  A 

expressão exacerbada da βIII-tubulina está associada ao câncer agressivo e resistente à 

quimioterapia. Uma análise das sequências das isoformas da β-tubulina indica que a maior 

variabilidade ocorre entre as isoformas βIII, βIV, βV, βVI e βVII.
2 A tabela 1 exibe algumas 

diferenças entre as β-tubulinas humanas.  
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      Tabela 1. Distribuição da β-tubulina em células e tecidos humanos. 

Isoforma Expressa no Tecido/Órgão Célula 

βI Constitutiva Todos os órgãos 

βIIa/b Isoformas de neurônios maiores: cérebro, 

nervos e músculos 

Restrito a um tipo particular de 

células 

βIII Isoformas de neurônios menores: cérebro Somente neurônios 

- Testículos Células de Sertoli 

- Cólon Somente em células epiteliais 

βIVa Cérebro Neurônios e glia 

βvIb Constitutiva Principalmente em células ciliadas 

βV Isoforma menor Em quase todos os tecidos, menos 

cérebro 

βVI Tecido hematopoiético - 

βVII Cérebro Desconhecido 

       Fonte: MASSAROTTI et al.2 

 

A expressão alterada das tubulinas βI, βII, βIVa e βV tem sido associada à resistência aos 

compostos que interagem com a tubulina (TBA do inglês, tubulin binding agent) em vários 

tipos de câncer.21 No entanto, a tubulina βIII é a isoforma que está majoritariamente envolvida 

na resistência aos taxanos e alcaloides da vinca em muitos tipos de tumor, incluindo o câncer 

de pulmão, mama, ovários e neoplasias gástricas. Na tabela 2, Parker et al.21 apresentam alguns 

dos tipos de câncer em que se evidenciaram alterações na expressão da tubulina e os efeitos 

resultantes destas alterações. 

 

Tabela 2.  Estudos clínicos das alterações na expressão de isoformas da tubulina, tipos de tumor, e resposta à 

fármacos  

Isoforma alterada da tubulina Efeito Tipo de Tumor 

Aumento na expressão de βI Baixa resposta ao tratamento com docetaxel Câncer de mama 

Diminuição na expressão de βII 
Relacionado à baixa resposta ao tratamento 

com taxanos ou doença em estado avançado 
Câncer de mama e ovário 

Aumento na expressão de βIII 

Baixa sobrevida, mau resultado cirúrgico ou 

resposta a tratamento com TBA  

Carcinoma de pulmão de 

células não pequenas  

Relacionados com baixa sobrevivência, má 

resposta ao tratamento com platina e taxanos, 

estágio avançado ou doença agressiva 

Câncer de ovário 

Resposta favorável ao tratamento com taxanos 
Ovário (Adenocarcinoma 

de células claras) 

Baixa resposta ao tratamento com taxanos Câncer de mama 

Baixa resposta ao tratamento com 

taxanos/platina 

Carcinoma seroso 

uterino 

Baixa resposta ao tratamento com taxanos Câncer gástrico 

Doença avançada e recaída precoce Câncer de próstata 

Aumento na expressão de βIVa Baixa resposta ao tratamento com taxol  Câncer de ovário 

Aumento na expressão de βV Resposta favorável ao tratamento com taxanos 
Carcinoma de pulmão de 

células não pequenas 

Fonte: PARKER et al.21 
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1.4 Domínio de ligação da colchicina  

 

Os agentes quimioterápicos que modulam a tubulina (TBA) como os taxanos, os 

alcaloides da vinca e as epotilonas, se ligam aos dímeros de α/β-tubulina em diferentes sítios 

afetando a dinâmica de formação dos microtúbulos, interrompendo a segregação dos 

cromossomos e induzindo a morte celular.21 Até 2021 conheciam-se 7 desses sítios de ligação, 

como representado na figura 4.   

 

 
Figura 4.    Sítios de ligação no dímero de tubulina. Heterodímero de tubulina (α-tubulina em cinza e β-tubulina em 

branco) na representação de fitas, onde os sete sítios de ligação conhecidos foram destacados mostrando 

os ligantes representativos em representação de esferas: vinblastina (PDB ID: 4EB6, azul claro), 

pironetina (PDB ID: 5FNV, ciano), gatorbulin (PDB ID: 7ALR, verde), colchicina (PDB ID: 4O2B, 

azul escuro), pelorusida (PBD ID: 4O4J, vermelho), Epotilona (PDB ID: 4O4I, laranja) e Maytansina 

(PDB ID: 4TV8, violeta).  

Fonte: Adaptada de MATTHEW et al. 33 

 

Os TBA afetam fortemente a dinâmica dos microtúbulos, processo fundamental para 

uma ampla gama de processos biológicos.33 Os TBA são classificados em dois grupos de acordo 

com sua interação com os microtúbulos. O primeiro grupo de compostos promove a 
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estabilização dos microtúbulos ao interagir com o sítio do taxano ou da pelorusida/laulimalida. 

O mecanismo subjacente a este processo ainda não está totalmente elucidado. As evidências 

mostram que essas moléculas impedem a despolimerização dos microtúbulos através do 

travamento dos contatos laterais e/ou longitudinais. O outro grupo de TBA desestabiliza a 

polimerização dos microtúbulos. Esse é o tipo mais comum de TBA e o mais tóxico. Eles 

induzem a rápida despolimerização dos microtúbulos através de dois mecanismos diferentes, 

conhecidos como bloqueio e cunha. Os compostos que se ligam a sítios na superfície superior 

da β-tubulina ou na superfície inferior da α-tubulina, bloqueiam a incorporação de um novo 

heterodímero de tubulina ao inativar a superfície de contato. Enquanto os compostos que 

interagem com o sítio da colchicina o dos alcaloides da vinca bloqueiam a mudança da 

conformação curva para a esticada, o que impede a formação do microtúbulo.   

Esta tese de doutorado tem como foco moléculas que se ligam ao sítio da colchicina, 

inibindo a sua polimerização. A colchicina (figura 5) é amplamente usada no tratamento da 

gota, cirrose, febre mediterrânea, certas formas de leucemia, e tumores sólidos.34 Contudo, 

devido a sua toxicidade, que inclui mal-estar, náusea, vômito, dor abdominal, diarreia, febre, 

alopecia, danos no fígado e nos sistemas nervoso e hematopoiético,35 é necessário o 

desenvolvimento de novos ligantes do sítio da colchicina, que inibam a polimerização da 

tubulina e apresentem propriedades otimizadas. Neste contexto é importante observar que nem 

todas as isoformas de β-tubulina humana são homologas em relação ao sítio de ligação da 

colchicina (tabela 3). 

 

 
                                            Figura 5. Estrutura química da colchicina 

                                            Fonte: Elaborada pelo autor 
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Tabela 3. Mutações no sítio de ligação da colchicina em diferentes isoformas da β-tubulina 

Isoforma Mutação 

βIII - C239S - - A315T T351V 

βIV - C239S - - A315T T351V 

βV V236I C239S - - A315T T351V 

βVI - - V255M V313A - - 

βVII - - - V313A - - 
Fonte: MASSAROTTI et al.2 

 

Existem diferentes tipos de compostos que interagem com o sítio da colchicina, 

incluindo alguns que podem se ligar à uma cavidade vizinha.36 Por esta razão, foi proposto que 

esta região seja chamada de domínio da colchicina ao invés de sítio da colchicina.2 O domínio 

da colchicina está dividido em três zonas: as zonas 1 e 2 são as cavidades em que se liga a 

colchicina, e a zona 3 é denominada cavidade adicional.36 A zona 1 está localizada na interface 

entre os dois monômeros e inclui os resíduos Ser178A, Val181A, Asn258B e Met259B. A zona 

2 é conhecida como bolsão hidrofóbico. Localizado no monômero β, é delimitado pelos 

resíduos Cys241B, Leu242B, Leu248B, Ala250B, Leu252B, Lys254B, Leu255B, Ala316B, 

Ala317B, Ile318B, Ile378B, Asn350B e Lys352B. Finalmente, a zona 3, conhecida como 

região profunda do domínio, é formada pelos resíduos Ile4B, Gln136B, Asn167B, Phe169B, 

Glu200B, Tyr202B, Val239B e Thr239B. A figura 6 apresenta estas diferentes zonas na 

estrutura do domínio da colchicina. 

 

 
Figura 6.  Três zonas do domínio da colchicina. A zona 1 está representada em ciano, a zona 2 em verde e a zona 

3 em magenta. A colchicina está em azul. 

Fonte: Elaborada pelo autor 
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1.5 Série de moléculas derivadas de acridina 

 

Uma série de 14 compostos derivados de acridina foram identificados durante o 

desenvolvimento de um trabalho de mestrado em nosso grupo (tabela 4).37 Todos eles foram 

testados como misturas racêmicas, e apenas o composto 1 foi purificado em seus dois 

enantiômeros. Estes compostos inibem a migração celular por meio da inibição da 

polimerização da tubulina. Também foram seletivamente citotóxicos contra diferentes 

linhagens de células tumorais. Estas substâncias interrompem o ciclo celular na fase G2/M e 

desencadeiam o processo de apoptose na célula cancerígena.37 

 

      Tabela 4. Estruturas dos compostos derivados de acridina.  

 

Composto R1 R2 Composto R1 R2 

1 
 

 

9 
  

2 
  

10 

    

        3 
 

 

11 

 
 

4 
  

12 

 
 

5 
 

 

13 

  

6 
 

 

14 

 
 

7 
 

 

1a 
 

 

8 
 

 

1b 
 

 

      Fonte: Adaptada de MAGALHAES et. al.37 
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1.6 Repositório de proteínas: o Banco de Dados de Proteínas 

 

O Banco de Dados de Proteínas (PDB, do inglês Protein Data Bank) é um repositório 

amplamente usado para depositar estruturas de macromoléculas que foram resolvidas 

experimentalmente.38 Até o momento da elaboração desta tese, aproximadamente 180.000 

estruturas foram depositadas nesta base*. A maioria das estruturas, aproximadamente 158.000, 

foram determinadas pelo método de cristalografia por difração raios-X. No entanto, o PDB 

também contém estruturas resolvidas por ressonância magnética nuclear (aproximadamente 

13.000), e nos últimos anos, o número de estruturas determinadas por crio-microscopia 

eletrônica vem aumentando (aproximadamente 8.000). O PDB contém menos de 500 estruturas 

resolvidas por outras técnicas, como a difração de nêutrons e cristalografia de elétrons. Cada 

entrada possui um código de quatro letras e números, e os arquivos .pdb contêm uma série de 

informações, que vão desde detalhes experimentais até características biológicas da 

macromolécula. Dentre outras informações relevantes, são destacados a lista dos átomos e suas 

posições (x, y, z), sua ocupação no espaço (igual a 1 se os átomos tiverem uma posição estável 

única ou menor do que 1 se tiverem duas ou mais posições estáveis), e o parâmetro de 

deslocamento atômico, ou fator B, no caso das estruturas obtidas por difração de raios-X.38 O 

fator B fornece informações importantes e, em certos casos, permite a predição de 

características biológicas relevantes para o planejamento de fármacos. O fator B pode indicar 

se as moléculas de água encontradas nas estruturas de macromoléculas podem ser classificadas 

como estruturais ou não estruturais. 

 

1.7 Águas estruturais 

 

Em 1997 Parthasarathy e Murthy analisaram a distribuição dos fatores B em uma série 

de estruturas proteicas de alta resolução39. Eles observaram que os valores do fator B presentes 

nas diferentes estruturas proteicas variavam significativamente. Entretanto, quando os fatores 

B eram normalizados usando a equação 1, essa distribuição ficava muito semelhante entre as 

estruturas, assumindo a forma da superposição de duas gaussianas com máximos em -1.1 e 0.4 

(figura 7). 

 

                                                       𝐵𝑛𝑟𝑜𝑚 =
𝐵 − 〈𝐵〉

𝜕𝐵
                                                         (1) 

 
* Julho de 2021 
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Figura 7.   Distribuição da frequência dos Bnorm para algumas estruturas proteicas representativas de alta resolução. 

A: Endonuclease de restrição Bam HI (1BAM). B: Quitinase (ICNS). C: Dihidrofolato redutase (IDYR). 

D: Ferredoxina (1FNC). 

Fonte: Adaptada de PARTHASARATHY; MURTHY.39 

 

Esses resultados foram analisados por Carugo, que em 1999 propôs uma correlação 

entre os fatores B e a ocupação das moléculas de água em estruturas cristalinas de proteínas.40 

Para comprovar esta hipótese, foram analisadas 26 estruturas da mioglobina depositadas no 

PDB. As estruturas deveriam cumprir algumas condições, que foram determinadas à 

temperatura ambiente para o grupo espacial P21, com sequências primárias idênticas, sem 

deleções ou lacunas nos mapas de densidade de elétrons, e com resolução menor ou igual a 2.0 

Å. Essas estruturas tinham sido determinadas por diferentes laboratórios independentemente e 

com o uso de diferentes pacotes de software, portanto, se presumiu que eram representativas de 

toda a população de conformações possíveis para a proteína. Somente estruturas determinadas 
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no grupo espacial P21 foram consideradas para se eliminar possíveis interferências da rede 

cristalina. Usando uma distância limite entre clusters de água igual a   2,75 Å, a relação entre 

os fatores Bnorm e a ocupação das moléculas é dada pela equação 2. 

 

                                         𝑜𝑐𝑢𝑝𝑎çã𝑜 = 0,86 −  0,12(𝐵𝑛𝑜𝑟𝑚)                                         (2) 

 

Essa relação nos diz que uma molécula de água assumirá ocupação total do sítio de 

hidratação, ou seja, será uma água estrutural, quando o valor de Bnorm for igual a -1,2. O sítio 

estará totalmente vazio (ocupação zero), quando o valor de Bnorm for igual a 7,2. Estes valores 

estão relacionados com os valores dos dois picos de Bnorm determinados por Parthasarathy e 

Murthy. A partir destes resultados, é possível usar um código de cores, como proposto por 

Darby et. al.,41 para  representar a probabilidade de uma molécula de água ocupar um 

determinado sítio na estrutura cristalográfica. 

 

1.8 Modelagem por homologia 

 

Conhecer a estrutura tridimensional de uma proteína é crucial para responder a 

diferentes questões biológicas.42 No entanto, com o avanço das tecnologias de sequenciamento 

de genomas, a relação entre sequências de resíduos e estruturas de proteínas conhecidas vem 

aumentando cada vez mais. Em 2021, para as cerca de 180.000 estruturas depositadas no PDB, 

existiam aproximadamente 220 milhões† de sequências depositadas no Uniprot‡. Neste cenário, 

os métodos de predição de estruturas de proteínas a partir da sequência de resíduos ganha 

importância. A modelagem por homologia, ou modelagem comparativa, é uma técnica de 

predição empírica.43 Na modelagem por homologia é seguido um protocolo que consiste, em 

princípio, em quatro etapas. Primeiro, se identifica a similaridade entre a sequência alvo e uma 

estrutura conhecida. Posteriormente, se alinham as duas sequências, a da proteína alvo contra a 

da estrutura de referência (determinada experimentalmente). A partir desse alinhamento se 

constrói o modelo baseado na estrutura de referência. Finalmente se verifica a precisão do 

modelo. O protocolo geralmente é repetido iterativamente até que um modelo satisfatório seja 

obtido.42 No momento da construção do modelo, é preciso identificar regiões estruturalmente 

conservadas, identificar regiões estruturalmente variáveis, incluir as inserções de sequência e 

 
† Julho de 2021 
‡ Universal Protein Database website https://www.uniprot.org/  
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os resíduos faltantes, tanto na extremidade N-terminal quanto na C-terminal, além de modelar 

as cadeias laterais desses resíduos. 

Durante desenvolvimento do protocolo, são usados uma série de programas e bases de 

dados. A primeira base de dados usada é o Uniprot44. Nela, procura-se por sequências das 

proteínas escolhidas para serem modeladas, as chamadas sequências alvo. Cada sequência 

inserida na base de dados possui um código alfanumérico de seis caráteres. Além disso, cada 

entrada contém o nome da sequência, da proteína, do gene, do organismo de origem, e o 

tamanho da sequência de resíduos. A entrada contém uma série de informações de 

caracterização da proteína, incluindo a sequência de resíduos de aminoácido em um formato 

denominado FASTA. O próximo passo consiste em se realizar uma busca por meio da 

ferramenta BLAST(do inglês, Basic Local Alignament Search Tool).45 A ferramenta básica de 

busca por alinhamento local pode encontrar regiões de similaridade local entre sequências.46 O 

programa compara sequências de nucleotídeos ou proteínas com bancos de dados de sequências 

e calcula a significância estatística das correspondências. Realizando-se a busca sobre a base 

de dados do PDB, é possível identificar proteínas com estruturas resolvidas experimentalmente 

que tenham a maior similaridade com as sequências da proteína alvo. Uma vez identificadas as 

estruturas de referência (estruturas guias), é realizado o alinhamento entre as sequências alvo e 

as sequências dessas estruturas. Para esta finalidade, pode-se empregar o programa Clustal 

Omega,47 um programa de alinhamento de sequências múltiplas que utiliza árvore filogenética 

e técnicas de perfil de HMM (modelo oculto de Markov) para gerar alinhamentos entre três ou 

mais sequências. Este programa produz alinhamentos biologicamente significativos de 

múltiplas sequências divergentes. Após o alinhamento, o modelo é gerado, o que pode ser feito 

com o programa de modelagem comparativa para proteínas MODELLER.48 O programa 

calcula automaticamente um modelo contendo todos os átomos (exceto os hidrogênios) a partir 

do alinhamento entre uma sequência alvo e estruturas guias sem qualquer intervenção do 

usuário. Na geração do modelo, o MODELLER implementa restrições espaciais, entre as quais 

temos: 1) restrições de distância e ângulos diedros dos resíduos homólogos, obtidos a partir do 

alinhamento da sequência alvo com as estruturas guias, 2) restrições estereoquímicas, tais como 

comprimento e ângulo de ligação, obtidas do campo de força CHARMM-22, 3) Predileção 

estatística dos ângulos diedros e distâncias interatômicas, obtidas de um conjunto representativo 

de estruturas proteicas conhecidas, e 4) outras restrições inseridas manualmente, como aquelas 

relacionadas à espectroscopia por ressonância magnética, espectroscopia de fluorescência, e 

regras de empacotamento de estruturas secundárias. Finalmente, o modelo deve ser validado, 
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com o programa PROCHECK49, com o qual a qualidade estereoquímica da estrutura modelada 

pode ser verificada a partir de uma série de gráficos da geometria geral de todos os resíduos. 

 

1.9 Docagem molecular 

 

A docagem molecular (do inglês molecular docking) é um método computacional que 

busca avaliar a formação de complexos receptor-ligante. Esse método pode ser utilizado em 

triagens virtuais ou para predizer o modo de ligação de complexos moleculares.50,51 A docagem 

molecular foi introduzida em meados da década de 198052 para predizer os modos de interação 

ligante-receptor, em particular, de proteínas e ácidos nucleicos, por meio da investigação da 

orientação e conformação do ligante na cavidade de interação do receptor.53–55 Diversos 

programas utilizam essa técnica, sendo os mais populares o AutoDock, o AutoDock Vina, o 

DOCK, o FlexX, o Glide, o GOLD e o LUDI.53,56-57 Para este trabalho de tese foi escolhido o 

programa GOLD (do inglês, Genetic Optimisation for Ligand Docking), que usa um algoritmo 

genético para o acoplamento do ligante no sítio de ligação da proteína.58 O GOLD otimiza o 

fitness score, que está relacionado à afinidade de ligação, explorando uma população de 

possíveis soluções. A seguir, o algoritmo designa um cromossomo para cada conformação, 

contendo informações como ligações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e conformações 

flexíveis entre ligante e proteína. A cada cromossomo é atribuído um fitness score que é 

utilizado para sua classificação. Os cromossomos passam a ser otimizados através de operações 

de mutação e recombinação, e a cada ciclo uma nova população de cromossomos é gerada. O 

processo se repete até que não seja mais possível gerar soluções que possam ser otimizadas. O 

processo abrange os seguintes passos:59 

i. Um conjunto de operadores de reprodução (cromossomos) é escolhido. A cada operador é 

designado um peso; 

ii. Uma população aleatória é criada e o fitness score é calculado; 

iii. Um dos operadores é selecionado aleatoriamente de acordo com seu peso; 

iv. Os cromossomos pais são escolhidos pelo operador com o fitness score; 

v. Depois de sua produção, o cromossomo filho é avaliado pelo fitness score; 

vi. Não se alcançando uma solução, substitui-se o membro com menor peso dentre a população. 

vii. Com uma solução aceitável alcançada, o processo é cessado, do contrário, se repete. 
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Vários parâmetros controlam a operação do algoritmo genético, dentre os quais: o 

tamanho da população, o número de operadores, o operador de peso e os parâmetros de 

avaliação das interações de hidrogênio e de van der Waals, dentre outros. 

 

1.10 Dinâmica molecular 

 

A dinâmica molecular (DM) é uma técnica que permite simular o comportamento de 

um sistema no decorrer do tempo, usando princípios fundamentais da mecânica clássica. Uma 

simulação de dinâmica molecular considera as moléculas como conjuntos de partículas unidos 

por forças elásticas ou harmônicas. Essas interações podem ser descritas usando a segunda lei 

de Newton,57,60 descrita nas equações (3) e (4). 

 

𝑓𝑖 = 𝑚𝑖𝑎⃗𝑖 (3) 

 

𝑓𝑖
⃗⃗⃗ = −∇𝑈(𝑟𝑖⃗⃗⃗ (𝑡)) (4) 

 

Onde, 𝑚𝑖 são as massas, 𝑎⃗𝑖 são as acelerações e 𝑓𝑖 as forças da i-ésima partícula. 

𝑈(𝑟𝑖⃗⃗⃗ (𝑡)) é a energia potencial de interação com as outras partículas no tempo t, assumindo que 

esse potencial é aditivo.61 Este potencial é composto por dois tipos de forças de interação, que 

conhecemos como forças não ligadas e forças ligadas e que juntas formam o que conhecemos 

como campo de força. Em DM usam-se dois potenciais para calcular as interações não ligadas 

ou intermoleculares. O primeiro é o potencial de Lennard-Jones, representado na equação (5). 

 

𝑣𝐿𝐽(𝑟𝑖𝑗) = 4𝜀 [(
𝜎

𝑟𝑖𝑗
)

12

− (
𝜎

𝑟𝑖𝑗
)

6

] (5) 

 

O segundo potencial de interação não ligado é o que representa as interações 

eletrostáticas, conhecido como potencial de Coulomb, representado na equação (6). 

 

𝑣𝐶𝑜𝑢𝑙𝑜𝑚𝑏(𝑟𝑖𝑗) =
𝑄𝑖𝑄𝑗

4𝜋𝜖0𝑟𝑖𝑗
    (6) 

 

No caso das interações ligadas ou intramoleculares podem-se identificar três tipos de 

potenciais: os que envolvem as distâncias de ligação entre os átomos, os que descrevem os 
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ângulos entre as ligações, e finalmente os que descrevem os ângulos de torção que definem 

planos entre três átomos ligados a quatro coordenadas atômicas (figura 8).60 

 

 
Figura 8. Geometria de uma cadeia molecular simples, ilustrando a definição das distâncias interatômicas r23, 

ângulos entre ligações θ234, e os ângulos de torção φ1234. 

Fonte: ALLEN.60 
 

As equações que representam as ligações são representadas na equação (7). 

 

𝑢𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 =
1

2
∑ 𝑘𝑖𝑗

𝑟 (𝑟𝑖𝑗 − 𝑟𝑒𝑞)
2

𝑙𝑖𝑔𝑎çõ𝑒𝑠

                                                                      

+
1

2
∑ 𝑘𝑖𝑗𝑘

𝜃 (𝜃𝑖𝑗𝑘 − 𝜃𝑒𝑞)
2

â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠
𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑔𝑎çã𝑜

                        (7) 

+
1

2
∑ ∑ 𝑘𝑖𝑗𝑘𝑙

∅,𝑚

𝑚

(1 + 𝑐𝑜𝑠 (𝑚∅𝑖𝑗𝑘𝑙 − 𝛾𝑚))
â𝑛𝑔𝑢𝑙𝑜𝑠

𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑟çã𝑜

 

 

Diferentes tipos de campos de força são usados nas simulações de dinâmica molecular 

de proteínas, e dentre os principais, destacamos o AMBER, o CHARMM e o OPLS.57 Os 

parâmetros destes campos são determinados por uma combinação de cálculos químico-

quânticos com dados derivados da termofísica e da coexistência de fases. Esses campos de força 

possuem um padrão de qualidade tão alto que a preferência de se usar um em relação a outro 

depende, geralmente, apenas de considerações de ordem prática, como o software que será 

usado para a execução da DM. Uma trajetória de DM é a solução numérica da equação (3) na 

faixa de tempo desejada, nela temos uma descrição detalhada da dinâmica do sistema. As 

simulações de DM permitem estudar diferentes efeitos em proteínas como as mudanças 
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conformacionais devido a mutações ou eventos de reconhecimento molecular como interações 

proteína-proteína e proteína-fármaco. Numa simulação de DM é possível considerar a presença 

de solvente, tanto implícita quanto explicitamente, e condições termodinâmicas como pressão, 

temperatura e força iônica.62 
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2 Objetivo geral 

 

O objetivo geral desta tese de doutorado é o desenvolvimento de um protocolo de 

estudos de modelagem molecular que permitam estimar a habilidade de uma molécula se ligar 

ao domínio da colchicina das isoformas βIIB e βIII da tubulina, e, desta forma, inibir a 

polimerização dos microtúbulos durante o processo de divisão celular.  

 

2.1 Objetivos específicos 

o Selecionar uma série de estruturas das isoformas da α/β-tubulina que estejam em complexo 

com moléculas pequenas e que permitam a validação dos resultados obtidos.   

o Realizar uma análise das possíveis conformações de ligantes no domínio de ligação da 

colchicina por meio de estudos de docagem molecular e dinâmica molecular.  

o Criar modelos de α/βII-tubulina e α/βIII-tubulina humana em complexo com ligantes no 

domínio de ligação da colchicina a partir das estruturas determinadas por cristalografia por 

difração de raios-X. 

o Realizar simulações de dinâmica molecular com os modelos α/βII-tubulina e α/βIII-tubulina 

humana em complexo com compostos cristalográficos e com os ligantes em estudo.  

o Examinar as estruturas de raios-X de melhor resolução e caracterizar as redes de água que 

estabilizam os ligantes no domínio de ligação da colchicina.   

o Usar as trajetórias de dinâmica molecular para identificar mudanças nos padrões de 

interação de ligantes com o domínio ligação da colchicina na α/βII-tubulina e α/βIII-tubulina. 

o Propor uma estratégia de estudos de modelagem molecular baseada nas correlações 

observadas entre os resultados computacionais e observações experimentais de inibição da 

polimerização da α/β-tubulina. 
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3 Metodologia 

 

3.1 Seleção das estruturas 

 

As estruturas dos dímeros de α/β-tubulina foram selecionadas através de buscas no PDB. 

Com o objetivo de se realizar buscas mais direcionadas, foi empregada a opção de busca 

avançada. Dentre as diferentes opções na aba de pesquisa, usou-se o termo “Macromolecular 

Name” que está na categoria “Polymer Macromolecular Features”. Na figura 9 é apresentada 

a página de busca avançada do PDB.   

 

 
Figura 9. Página do PDB com a lista de opções para a busca por atributo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A primeira busca foi executada usando a palavra “tubulin” a qual gerou como resultado 

540 entradas de diferentes estruturas. Aproximadamente 2/3 destes resultados são de estruturas 

resolvidas por cristalografia de raios-X. O restante é formado por estruturas de crio-

microscopia, ressonância magnética e cristalografia de elétrons. Quando os termos “tubulin 

beta”, “tubulin beta-2”, “tubulin beta-2a” e “tubulin beta-2b” foram usados, foram obtidos 404, 

2, 0 e 220 resultados, respetivamente. Como a isoforma mais estudada é a βIIB, muitas estruturas 

depositadas que usam apenas o nome “tubulin beta” são desta isoforma. Para fazer um 

levantamento de todas as isoformas possíveis, foram usadas variações de “tubulin beta-” 
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adicionando os números 1, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, e as letras a ou b. Com este protocolo de busca, 

foram gerados apenas nove resultados para “tubulin beta-1”, e sete para “tubulin beta-3”. 

Destes resultados, nenhuma das estruturas da tubulina βI está em complexo com ligantes. No 

entanto, uma estrutura βIII está em complexo com a plinabulina, ligante que interage com o sítio 

da colchicina, e a outra está em complexo com a gatarbulina, que possui um sítio de ligação 

específico.  

 

3.2 Determinação das águas estruturais   

 

Para calcular os valores de Bnorm é preciso calcular a média dos valores e seu desvio 

padrão. Esses valores são obtidos do arquivo .pdb de cada uma das estruturas selecionadas. 

Uma vez que se tem os valores, o passo seguinte é usar a equação 1 para realizar o cálculo de 

Bnorm para cada átomo da estrutura. Um gráfico da densidade dos valores de Bnorm  foi gerado 

usando R63 para verificar se essa distribuição se encontrava na mesma região para as estruturas 

selecionadas. Para facilitar a análise, foi usado um código de cores proposto por Darby et. al.41 

para representar graficamente as águas usando o programa PyMOL.64 As cores escolhidas 

foram o azul para valores -1σ ou menores (favorável), branco para 1σ (neutro), e vermelho para 

valores 3σ ou maiores (desfavorável).  

 

3.3 Docagem Molecular 

 

As simulações de docagem molecular foram realizadas usando o programa GOLD 

v.2019.258,59 disponível no pacote CSD-Discovery Suite 2019, disponibilizado pela CAPES via 

Dot.Lib Brasil. Os ligantes usados na docagem molecular foram o 1a e 1b. As estruturas de 

αIβIIB-tubulina foram aquelas com os PDB IDs: 5EYP, 5XLT e 5JCB. Trabalhou-se com a 

aproximação de receptor rígido e ligante flexível. Primeiramente, foram preparadas as 

estruturas das proteínas adicionando átomos de hidrogênio automaticamente com o programa 

GOLD. Posteriormente, foi definido o sítio de ligação com todos os átomos da proteína 

presentes até a distância de até 6,0 Å ao redor do ligante cristalográfico. O programa detecta 

todos os átomos doadores/aceptores de ligações de hidrogênio da cavidade que foram tratados 

como acessíveis ao solvente. A função de pontuação selecionada foi a ChemPLP.65 Foram 

realizados 100 cálculos para cada composto. A avaliação gráfica dos resultados foi realizada 

usando o PyMol.64 A conformação de maior pontuação foi a selecionada para as análises 

posteriores. Em todos os casos, as diferentes conformações obtidas apresentaram um padrão de 
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ligação preferencial que reproduz as interações intermoleculares fundamentais para a interação 

com o alvo molecular. 

 

3.4 Modelos das tubulinas βIIB e βIII humanas  

 

Os modelos dos dímeros αIAβIIB e αIAβIII da tubulina humana, com o GTP, GDP e a 

colchicina ligados aos seus respectivos sítios, foram realizados utilizando o protocolo clássico 

de modelagem por homologia, com algumas pequenas modificações.48,66 As sequências das 

isoformas αIA(Q71U36), βIIB(Q9BVA1), e βIII(Q13509) de tubulina humana foram obtidas do 

UniProtKB.44 A estrutura escolhida como modelo guia foi aquela como o PDB ID 5EYP. Essa 

estrutura já possui o ligante colchicina e os cofatores GTP e GDP nos sítios esperados. O 

programa de modelagem por homologia Modeller v9.243 foi utilizado para gerar cinco modelos 

de cada complexo proteína-ligante. A função de pontuação DOPE foi usada para selecionar os 

melhores modelos. O melhor modelo foi minimizado no vácuo usando o pacote GROMACS 

201967,68 com o campo de força CHARMM 3669 para remover contatos inadequados. Os 

modelos foram avaliados por meio de um gráfico Ramachandran gerado pelo programa 

RAMPAGE70, com o z-score calculado pelo ProSA.71 

 

3.5 Simulações de DM dos sistemas αIBβIIB e αIBβIII  

 

As simulações de dinâmica molecular foram realizadas usando o pacote GROMACS 

201967,68 e o campo de força CHARMM3669. Como o GROMACS é projetado para 

parametrizar apenas proteínas, é necessário gerar as topologias dos ligantes usando outra 

ferramenta. Neste trabalho foi usado o servidor CGenFF.72 Foram carregados os arquivos das 

estruturas das moléculas pequenas e obtidas as suas respectivas topologias. Todos os complexos 

foram solvatados com moléculas de água explicitas do tipo TIP3P73 após definição de caixas 

cúbicas de solvatação, com pelo menos 1 nm entre cada complexo e a borda. Foram adicionados 

íons cloreto e sódio, para neutralizar a carga total do sistema, numa concentração máxima de 

0,20 mM. Em todas as simulações, as moléculas de água foram tratadas como rígidas, usando 

o algoritmo SETTLE.74 Após a montagem dos sistemas, e com o intuito de evitar contatos 

incorretos, foi realizada uma minimização usando o algoritmo steepest descent com 50.000 

passos de simulação e com intervalo de passo de 0,01 kJ·mol-1. Ligações que envolvem átomos 

de hidrogênio foram restringidas com o uso do algoritmo LINCS.75 Em seguida, foram 

realizadas três etapas de equilibração diferentes usando as condições NPT (N, número de 
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partículas; P, pressão e T, temperatura constantes). Na primeira, com duração de 100 ps, os 

movimentos de todos os átomos (exceto os de hidrogênio), tanto da proteína quanto dos ligantes 

e cofatores, foram restringidos. Na segunda, com duração de 2 ns, o movimento foi restringido 

apenas para os átomos (exceto os de hidrogênio) da proteína. Na última, com duração de 3 ns, 

todo o sistema foi deixado livre. Todas as equilibrações foram simuladas usando um intervalo 

de tempo de cálculo de 2 fs, com condições periódicas de fronteira, mantendo uma temperatura 

constante de 310 K e uma pressão de 1 atm usando o termostato e o barostato de Berendsen76, 

respectivamente. As interações não-ligadas foram truncadas a uma distância de 1,2 nm. O 

método de PME77 (do inglês, Particle Mesh Ewald), um método para calcular as energias 

eletrostáticas de interação em sistemas periódicos, foi utilizado para o tratamento das interações 

eletrostáticas de longo alcance, adotando-se um espaçamento de grade de 0,16 nm e uma ordem 

de interpolação de 4. Finalmente, foram realizadas três simulações independentes de dinâmica 

molecular para cada sistema. Cada simulação teve duração de 200 ns, mantendo as condições 

NPT das equilibrações e mudando o barostato para o de Parrinello-Rahman.78 

 

3.6 Clusters e interações com a água 

 

As interações entre as moléculas de água, proteína, e ligante foram calculadas usando a 

biblioteca MDAnalysis79 e a linguagem de programação Python. Foi definido um ângulo 

máximo de 130º e um raio entre doador e aceptor de no máximo 3,6 Å. Foram feitos cálculos 

para interações de ordem 1, 2 e 3, ou seja, para interações entre a proteína e o ligante mediadas 

por 1, 2 ou 3 moléculas de água. Os sítios nos quais as águas se posicionam por longos períodos 

de tempo (sítios de águas), foram calculados usando o método de cluster de posições do 

programa WATCLUST80 com os parâmetros padrão.  
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4 Resultados e discussão 

 

4.1 Seleção das estruturas 

 

A partir das buscas de estruturas de α/β-tubulina no PDB usando diferentes palavras-

chave, foram obtidas estruturas com diferentes ligantes no domínio da colchicina. No total 

foram selecionadas 5 estruturas de αIβIIB-tubulina (tabela 5), contendo ligantes de interesse 

(figura 10). Destas estruturas, quatro foram selecionadas devido à similaridade entre os ligantes 

e a série de compostos estudada (figuras 10A, 10C, 10D e 10E). A estrutura que contém a 

plinabulina (figura 10B) foi usada para comparação porque este composto é o único para o qual 

há uma estrutura disponível também para a αIBβIII-tubulina. 

 

Tabela 5.  Estruturas de αIβIIB-tubulina selecionadas. 

PDB ID Organismo Cristalização Resolução (Å) Ligante 

5EYP Ovis aries DARPIN 1,90 Colchicina 

1SA1 Bos taurus Stathmin 4,20 Podofilotoxina 

5XLT Bos taurus Stathmin 2,81 4'-demetilepipodofilotoxina 

5JCB Sus scrofa Stathmin 2,30 4β-(1,2,4-triazol-3-iltio)-4-deoxipodofilotoxina 

6S8K Bos taurus DARPIN 1,52 Plinabulina 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 
Figura 10. Moléculas ligadas nas estruturas de αIBβIIB-tubulina selecionadas.  

Fonte: Elaborada pelo autor com imagens do PDB. 
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Em todos os casos as estruturas estão em complexo com os cofatores GTP e GDP nos 

monômeros αI e βIIB, respetivamente. Só a estrutura 1SA1 contém o monômero da isoforma αID, 

enquanto as restantes contêm o monômero da isoforma αIB. A isoforma βIIB do monômero β é 

comum a todas as estruturas. As sequências foram isoladas de três organismos diferentes: Ovis 

aries, Bos taurus e Sus scrofa. Um alinhamento das sequências dos diferentes organismos foi 

realizado para cada um dos monômeros usando o Clustal Ômega.47 Com isso foi possível 

avaliar e comparar a identidade em relação às sequências de Homo sapiens. Os resultados dos 

alinhamentos para as isoformas α são representados na figura 11. 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

                                                         A                                                                            B 

   

 

 

 

 

 

 

                                                           C                                                                          D 

Figura 11.    Alinhamentos para as isoformas α. A) Alinhamento das sequências da isoforma αIB de Homo sapiens, 

Bos taurus e Sus scrofa. B) Alinhamento das sequências da isoforma αIB de Homo sapiens e Ovis aries. 

C) Alinhamento das sequências da isoforma αIB de Homo sapiens e da isoforma αID de Bos taurus. D) 

Alinhamento das sequências da isoforma αIB de Ovis aries e da isoforma αID de Bos taurus. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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As sequências dos resíduos foram obtidas do UniProt,44 com os códigos P68363 para a 

isoforma αIB de Homo sapiens, P81947 para αIB de Bos taurus, Q2XVP4 para αIB de Sus scrofa, 

D0VWZ0 para αIB de Ovis aries e Q2HJ86 para αID de Bos taurus. Como pode ser observado 

na figura 11A a identidade das sequências de resíduos da isoforma αIB entre os organismos 

Homo sapiens, Bos taurus e Sus scrofa é de 100%. No caso das sequências da isoforma αIB de 

Homo sapiens e Ovis aries se tem uma identidade de 99,6%, devido às mutações dos 

aminoácidos nas posições 232 (Ser232AGly) e 340 (Ser340AThr), como assinalado na figura 

11B. Essas mutações não estão no loop L5 que faz parte do domínio de ligação da colchicina, 

o que nos permite usar qualquer uma das duas estruturas nas nossas análises. Neste caso, a 

identidade é de 99,6%. A identidade entre a isoforma αIB de Homo sapiens e a αID de Bos taurus 

é de 98,4% (figura 11C). Neste caso, nenhuma das 7 mutações está no loop L5. Duas delas se 

encontram no loop final que não faz parte da estrutura cristalográfica, além disso, há um ácido 

glutâmico adicional na posição 248 do loop. Finalmente, a identidade entre a isoforma αIB de 

Ovis aries e a αID de Bos taurus é de 98,7% (figura 11D). Os alinhamentos das isoformas β 

estão representados na figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                   A                                                                          B                          

Figura 12. Alinhamentos para as isoformas β. A) Alinhamento das sequências da isoforma βIIB de Homo sapiens e 

Ovis aries. B) Alinhamento das sequências da isoforma βIIB de Homo sapiens e Sus scrofa. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Neste caso, os códigos das sequências foram Q9BVA1 para a isoforma βIIB de Homo 

sapiens, Q6B856 para βIIB de Bos taurus, D0VWY9 para βIIB de Ovis aries e P02554 para βIIB 

de Sus scrofa. Como no caso anterior, as sequências das isoformas βIIB de Homo sapiens e de 

Bos taurus possuem 100% de identidade e não foram representadas na figura. No caso das 

sequências da isoforma βIIB de Homo sapiens e Ovis aries encontraram-se, novamente, apenas 
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duas mutações: Cys201BSer e Ile316BVal (figura 12A). A identidade entre estas sequências é 

de 99,6%. A mutação Ile316BVal de Ovis aries encontra-se no domínio de ligação da 

colchicina, mas como essa mutação ocorre entre dois resíduos muito similares que estão na 

região mais profunda do sítio, não há interferência nos resultados dos cálculos de docagem 

molecular. No caso das simulações de DM, esse resíduo foi mutado para trabalhar com a 

sequência de Homo sapiens em todos os casos. Uma análise similar pode ser feita com a 

isoforma βIIB de Sus scrofa, a qual tem 6 resíduos diferentes em relação à proteína de Homo 

sapiens, o que gera uma identidade de 98,7%. Neste caso, a mutação Ile316BVal também está 

presente, e nenhuma das outras mutações encontra-se no domínio de ligação. Duas mutações 

estão no loop final, o qual não faz parte da estrutura cristalográfica.  

Uma vez selecionadas as estruturas cristalográficas, foram realizados os estudos de 

docagem molecular para os derivados da acridina. 

 

4.2 Docagem molecular dos compostos 1a e 1b  

 

Da série de derivados de acridina investigados no trabalho de doutorado da Dra. Luma 

G. Magalhães, desenvolvido no Laboratório de Química Medicinal e Computacional (LQMC-

IFSC-USP),81 apenas os enantiômeros da mistura racêmica do composto 1 foram separados 

(figura 13). Os valores de IC50 medidos para a inibição da polimerização da tubulina são 

apresentados na tabela 6. 

 

        A                                   1      B                                 1a       C                                 1b 

 

  

 

  

 

 

Figura 13. Derivados da acridina 1, 1a e 1b. A) composto 1, B) enantiômero S, 1a e C) enantiômero R, 1b. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tabela 6. Atividade biológica dos enantiômeros 1a e 1b.  

Composto 
IC50 (µM) 

Citotoxicidade (MDA-MB-231) Polimerização da tubulina 

1 0,12 ± 0,02 1,35 ± 0,06 

1a 0,013± 0,003 0,78 ± 0,03 

1b 6 ± 2 Inativo 

Fonte: MAGALHÃES.81 
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Como o composto 1 é o único para o qual se tem o valor experimental de atividade 

biológica dos seus enantiômeros, apenas os enantiômeros 1a e 1b foram usados nos estudos de 

modelagem molecular. A primeira etapa na investigação da interação dos compostos 1a e 1b 

com o domínio de ligação da colchicina foi a realização dos estudos de docagem molecular com 

o programa Gold,59 usando as três estruturas de melhor resolução e que estavam em complexo 

com ligantes similares ao composto 1: 5EYP, 5XLT e 5JCB. Dentre as três estruturas da 

tubulina, os melhores resultados foram obtidos com a estrutura 5JCB. Esta estrutura gerou os 

melhores resultados quando foram usadas águas explícitas no domínio de ligação e quando não 

foram incluídas moléculas de água. A tabela 7 apresenta os valores de escore obtidos nestas 

análises. 

 
Tabela 7. Escores obtidos com a função ChemPLP nos cálculos de docagem para os compostos 1a e 1b.  

Composto 5JCB (sem moléculas de água) 5JCB (com moléculas de água) 

1a 84,76 93,73 

1b 94,89 97,28 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os modos de ligação preditos para os compostos 1a e 1b podem ser observados na figura 

14A. Na figura 14B, também é apresentado, para fins de comparação, o composto 

cristalográfico 4β-(1,2,4-triazol-3-iltio)-4-deoxipodofilotoxina (d-podofilotoxina). 

 

 
Figura 14. Configurações de melhor escore na docagem dos compostos 1a e 1b. A) Composto 1a (ciano) e 1b 

(roxo). B) Composto 1a (ciano), 1b (roxo) e d-podofilotoxina (verde). PDB ID 5JCB.  

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Como pode ser observado na figura 14, os três compostos interagem com a tubulina por 

meio de ligações de hidrogênio de ordem 1 mediadas pela água w1, com os resíduos Val238B 

e Cys241B. Adotando-se essa configuração inicial, a estabilidade dos modos de ligação preditos 

pela docagem molecular foi investigada empregando-se simulações de DM. Simulações dos 

compostos cristalográficos também foram realizadas e utilizadas como controle. 

 

4.3 Preparação dos sistemas proteína-ligante para as simulações de DM 

 

Para a realização das simulações de DM, foram preparados 5 sistemas de dímeros de 

αIBβIIB-tubulina humana ligados aos compostos 1a e 1b, colchicina, podofilotoxina e d-

podofilotoxina. A maioria das estruturas proteicas resolvidas por difração de raios-X 

depositadas no PDB não contém átomos de hidrogênio explícitos devido a resolução 

insuficiente para a determinação das posições destes átomos. A maioria das estruturas possuem 

resolução ao redor de ou superior a 2 Å. Nenhuma das estruturas selecionadas neste trabalho 

contêm átomos de hidrogênios explícitos. Também é comum que algumas estruturas não 

contenham algumas cadeias laterais dos resíduos mais expostos ao solvente. Resíduos 

completos e loops inteiros podem estar ausentes em algumas estruturas. Desta forma, é 

necessário que os sistemas a serem simulados sejam preparados antes da realização das 

simulações de DM. A preparação também inclui a exclusão de reagentes usados na solução de 

cristalização e de moléculas de água. Esses procedimentos são necessários para se evitar 

possíveis erros na configuração do sistema, como a inserção de íons no interior da proteína 

durante a etapa de equilibração da carga total da caixa de águas.  

O programa Modeller foi usado para completar os resíduos faltantes da estrutura 5EYP 

e realizar as duas mutações necessárias para converter a sequência do monômero βIIB de Ovis 

aries na sequência de Homo sapiens. No monômero αIB, foram adicionados os resíduos faltantes 

do loop que se estende da Ser38A ao Asp46A. No monômero βIIB, foram adicionados os 

resíduos faltantes do loop que se estende da Gly279B à Arg284B. Os loops finais dos dois 

monômeros, que possuem 15 e 14 resíduos, não foram modelados. O programa Modeller 

também foi usado para completar os resíduos faltantes da estrutura 5JCB. Neste caso, foram 

adicionados apenas três resíduos faltantes no monômero βIIB: Met1B, Ala56B e Thr57B. Os 

loops finais de 12 e 16 resíduos também não foram modelados. Com a finalização destes 

procedimentos, completou-se a preparação das estruturas para as simulações de DM com os 

compostos 1a e 1b. Finalmente, para a simulação com a podofilotoxina no domínio da 

colchicina, foi gerado um modelo por homologia usando as estruturas 5EYP, 5JCB e 5XLT 
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como referência. A molécula de podofilotoxina foi inserida na cavidade de interação por meio 

de docagem molecular. A figura 15 mostra a estrutura cristalográfica da podofilotoxina 

sobreposta à solução resultante da docagem molecular. 

 

 
Figura 15. Comparação entre a conformação cristalográfica da podofilotoxina (verde) e a calculada pela docagem 

molecular (laranja). PDB ID 1SA1.  

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

Devido à baixa resolução da estrutura 1SA1, o ligante podofilotoxina contém um erro 

em um dos anéis aromáticos, distorcendo a geometria esperada. Devido a esse e outros possíveis 

erros na estrutura proteica se decidiu gerar um modelo ao invés de se usar a estrutura 

cristalográfica para as simulações de DM.  

Finalmente, os 5 sistemas foram preparados usando o pacote Gromacs com o protocolo 

descrito na metodologia. Esse protocolo inclui adição de hidrogênios, inserção do sistema 

proteína-ligante na caixa de águas explícitas, neutralização das cargas com a adição de íons, 

minimização e equilibrações. Uma vez terminados esses passos foram realizadas as simulações 

de DM. 

 

4.4 Trajetórias de DM dos dímeros de αIBβIIB-tubulina com os compostos 1a, 1b, 

colchicina, podofilotoxina e d-podofilotoxina  

 

Para cada simulação de DM, foram gerados 200 ns de trajetória. Foram realizados 

cálculos de RMSD usando o pacote Gromacs para os monômeros αIB e βIIB separadamente. 

Também foram realizados cálculos de RMSD para a posição do ligante após o alinhamento do 

domínio de ligação (figuras 16 a 20). 
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Figura 16. Trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante colchicina. A) RMSD da trajetória do 

monômero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monômero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante colchicina em relação a sua 

posição inicial.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 17. Trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante d-podofilotoxina. A) RMSD da trajetória 

do monômero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monômero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante d-podofilotoxina em relação a sua 

posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 18. Trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante podofilotoxina. A) RMSD da trajetória do 

monômero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monômero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante podofilotoxina em relação a sua 

posição inicial 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura 19. Trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante 1a. A) RMSD da trajetória do monômero 

αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monômero βIIB em relação a sua 

conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante 1a em relação a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 20. Trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante 1b. A) RMSD da trajetória do monômero 

αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monômero βIIB em relação a sua 

conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante 1b em relação a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Nos diferentes gráficos de dinâmica molecular, a trajetória em preto representa a 

primeira trajetória, a vermelha a segunda, e a verde a terceira. Esse código de cores foi usado 

para as simulações do monômero βIIB. Para os dímeros αIB/βIIB em complexo com o composto 

1a, foram usadas as cores azul, amarelo e rosa para a primeira, segunda e terceira dinâmica, 

respectivamente. Para o composto 1b, foram empregadas as cores roxo, ciano e verde escuro 

para as diferentes trajetórias.  

Como pode ser observado nas figuras 16 a 20, os monômeros αIB e βIIB não sofrem 

maiores deformações, sendo que os valores de RMSD após 60 ns oscilam entre 0,15 e 0,3 nm. 

Já a estabilização dos ligantes no sítio pode ser muito rápida como no caso da colchicina, ou 

levar mais de 100 ns como no caso da podofilotoxina e seu derivado. O RMSD do composto 

1a apresenta valores da ordem dos 0,5 nm para as trajetórias 1 e 3, o que significa que o 

composto está assumindo uma configuração muito diferente da inicial. Ou seja, esse resultado 

sugere que o composto 1a não teria afinidade pelo domínio da colchicina. Para o composto 1b, 

os valores de RMSD não ultrapassam 0,25 nm na maior parte do tempo. Comparando apenas o 

valor de RMSD do ligante com sua posição inicial, poderíamos inferir que o composto 1b teria 

afinidade pelo sítio de ligação. A tabela 8 apresenta a média desses valores de RMSD em 4 

faixas de tempo, em que Tt é o tempo total de 200ns, T1 é a faixa de 50 a 200 ns, T2 é o intervalo 

de 100 a 200 ns, e T3 é o intervalo de 180 a 200 ns. 

 

Tabela 8. Médias dos valores de RMSD das trajetórias de DM dos compostos selecionados em diferentes intervalos 

de tempo.  

Trajetória Tt [nm Δ(nm)] T1 [nm Δ(nm)] T2 [nm Δ(nm)] T3 [nm Δ(nm)] 

Col-B2 MD-1 0,129 (0,020) 0,127 (0,018) 0,124 (0,016) 0,123 (0,018) 

Col-B2 MD-2 0,116 (0,020) 0,120 (0,020) 0,125 (0,020) 0,131 (0,015) 

Col-B2 MD-3 0,147 (0,024) 0,153 (0,020) 0,154 (0,020) 0,149 (0,017) 

D-Pod-B2 MD-1 0,164 (0,081) 0,190 (0,078) 0,232 (0,057) 0,247 (0,018) 

D-Pod-B2 MD-2 0,181 (0,050) 0,200 (0,034) 0,213 (0,022) 0,213 (0,025) 

D-Pod-B2 MD-3 0,153 (0,057) 0,171 (0,055) 0,207 (0,020) 0,215 (0,020) 

Pod-B2 MD-1 0,159 (0,069) 0,190 (0,049) 0,197 (0,041) 0,230 (0,025) 

Pod-B2 MD-2 0,167 (0,031) 0,177 (0,020) 0,181 (0,018) 0,169 (0,019) 

Pod-B2 MD-3 0,184 (0,058) 0,205 (0,050) 0,233 (0,025) 0,215 (0,023) 

1a-B2 MD-1 0,445 (0,127) 0,504 (0,058) 0,502 (0,058) 0,489 (0,030) 

1a-B2 MD-2 0,220 (0,034) 0,227 (0,027) 0,230 (0,025) 0,230 (0,028) 

1a-B2 MD-3 0,437 (0,153) 0,517 (0,071) 0,517 (0,055) 0,498 (0,050) 

1b-B2 MD-1 0,154 (0,028) 0,162 (0,021) 0,165 (0,017) 0,160 (0,017) 

1b-B2 MD-2 0,177 (0,025) 0,177 (0,024) 0,180 (0,024) 0,188 (0,029) 

1b-B2 MD-3 0,138 (0,039) 0,150 (0,036) 0,163 (0,035) 0,177 (0,016) 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Como observado na tabela 8, o único composto que apresenta valores de RMSD superiores de 

0,25 nm é a molécula 1a nas dinâmicas 1 e 3. O resultado experimental demonstra que esse 

composto é ativo e a molécula 1b é inativa. Portanto, calculou-se a conformação mais visitada 

pela proteína nos últimos 20 ns para observar a posição dos ligantes cristalográficos nessa faixa 

de tempo, como representado na figura 21. 

 

ã  

Figura 21. Conformação mais visitada da proteína ligada aos compostos colchicina, d-podofilotoxina e 

podofilotoxina nos últimos 20 ns de trajetória. Para todos os casos, o preto representa a trajetória 1, 

o vermelho representa a trajetória 2 e o verde representa a trajetória 3.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A figura 21A mostra que a colchicina se manteve em uma mesma conformação nas três 

dinâmicas. Esse resultado é condizente com a baixa variação dos valores de RMSD calculados 

para as diferentes trajetórias (0,123, 0,131 e 0,149 nm). O mesmo ocorre com o composto d-
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podofilotoxina (figura 21B). O ligante assume conformações muito semelhantes apesar de 

apresentar valores de RMSD maiores do que os da colchicina (0,247, 0,213 e 0,215 nm). A 

podofilotoxina, por sua vez (figura 21C), ficou mais próxima da posição inicial (RMSD = 0,169 

nm) na trajetória 2. Conformações similares, mas diferentes da inicial, foram observadas nas 

outras trajetórias (RMSD de 0,230 e 0,215 nm). Neste caso, os resultados sugerem a transição 

do ligante entre duas configurações possíveis no domínio de ligação. Ao observar a figura 18C 

e os respectivos valores de RMSD, essa configuração seria visitada entre 100 e 150 ns, e na 

trajetória 3, entre 60 e 100 ns. Em todos os casos, esses valores de RMSD não superam o valor 

de 0,250 nm e, portanto, estariam dentro do esperado ao se partir de uma configuração 

cristalográfica. O cálculo das conformações mais visitadas foi realizado também para as 

trajetórias de DM dos compostos 1a e 1b. Os resultados são ilustrados na figura 22.  

 

 
Figura 22. Conformação mais visitada da proteína ligada aos compostos 1a e 1b nos últimos 20 ns de trajetória. 

Para todos os casos, o preto representa a trajetória 1, o vermelho representa a trajetória 2 e o verde 

representa a trajetória 3.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como esperado pelos altos valores de RMSD (0,489, 0,230 e 0,498 nm) para as 

trajetórias 1, 2 e 3 na figura 22A, o composto 1a não se mantém na configuração encontrada na 

docagem molecular. Na figura 22B, apesar dos baixos valores de RMSD obtidos (0,160, 0,188 

e 0,177 nm) para as diferentes trajetórias, as posições são bastante diversas. Os resultados 

sugerem que a medida do RMSD comparando a posição do ligante com sua posição inicial não 

seria o melhor método para determinar a estabilidade dos ligantes no domínio da colchicina. 

Como alternativa, calculamos o RMSD da posição do ligante em cada trajetória de DM em 

relação à conformação mais visitada em cada trajetória. A partir destes cálculos, geramos uma 
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matriz de RMSD em que a diagonal compara a posição do ligante em cada trajetória com a sua 

conformação mais visitada. Os valores calculados desta forma são apresentados na tabela 9.   

 

Tabela 9. Matriz de RMSD comparada à configuração mais visitada em cada trajetória para a isoforma βIIB.  

 

 Col-B2 MD-1 Col-B2 MD-2 Col-B2 MD-3 

Col-B2 MD-1 0,072 0,099 0,108 

Col-B2 MD-2 0,112 0,076 0,072 

Col-B2 MD-3 0,118 0,098 0,075 

 D-Pod-B2 MD-1 D-Pod-B2 MD-2 D-Pod-B2 MD-3 

D-Pod-B2 MD-1 0,066 0,119 0,111 

D-Pod-B2 MD-2 0,102 0,096 0,129 

D-Pod-B2 MD-3 0,099 0,091 0,076 

 Pod-B2 MD-1 Pod-B2 MD-2 Pod-B2 MD-3 

Pod-B2 MD-1 0,070 0,238 0,081 

Pod-B2 MD-2 0,225 0,059 0,231 

Pod-B2 MD-3 0,128 0,193 0,089 

 1a-B2 MD-1 1a-B2 MD-2 1a-B2 MD-3 

1a-B2 MD-1 0,095 0,416 0,522 

1a-B2 MD-2 0,437 0,103 0,507 

1a-B2 MD-3 0,478 0,453 0,159 

 1b-B2 MD-1 1b-B2 MD-2 1b-B2 MD-3 

1b-B2 MD-1 0,077 0,252 0,304 

1b-B2 MD-2 0,237 0,100 0,332 

1b-B2 MD-3 0,295 0,326 0,071 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Como pode ser visto no caso dos ligantes colchicina e d-podofilotoxina, todos os valores 

que comparam as posições entre elas estão bastante próximos aos da diagonal. No caso da 

podofilotoxina, são encontrados valores maiores, mas nenhum deles excede 0,250 nm. O 

composto 1a não apresenta uma configuração estável, gerando valores que excedem 0,4 nm, 

que são muito distantes dos valores da diagonal. Para o composto 1b, dos seis valores fora da 

diagonal, três são maiores do que 0,3 nm e dois são maiores do que 0,25 nm, o que também 

indica que esse composto não estaria estável no domínio de ligação.  

A limitação da docagem molecular em determinar a conformação bioativa de ligantes 

no domínio da colchicina, devido ao seu tamanho e variabilidade das possíveis interações, foi 

documentada em 2016 por Wang et. al.82 Nessa publicação, os autores determinaram a estrutura 

cristalográfica de quatro compostos estruturalmente diversos e, em todos os casos, estudos de 

docagem molecular que tinham usado esses compostos não tinham sido bem-sucedidos. Com 

base nestes achados, foram observadas as configurações do composto 1a nas três dinâmicas e, 

a partir destas, a configuração mais próxima da bioativa foi modelada. 
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4.5 Configuração alternativa do composto 1a no domínio de ligação da colchicina 

 

Considerando que a configuração bioativa do composto 1a foi atingida nas simulações 

de DM, a conformação mais visitada nos últimos 20 ns de cada simulação foi analisada. Como 

pode ser observado na trajetória 1 (figura 22A, em preto), o anel trimetoxi saiu da região 2 do 

domínio de ligação e, portanto, não estaria no lugar esperado para esse grupo. Na trajetória 2, 

o ligante se manteve próximo da sua configuração inicial (RMSD de 0,230 nm) e, portanto, não 

foi considerado como assumindo uma configuração alternativa. Na trajetória 3, o grupo acridina 

girou dentro do domínio de ligação e o grupo fenil-trimetoxi se manteve na região esperada, 

como representado na figura 23A. 

 

 
Figura 23. Posição alternativa do composto 1a. A) nova posição do composto 1a no domínio de ligação da 

colchicina. B) Conformação mais visitada da proteína em complexo com o composto 1a na 

configuração alternativa. O ligante em preto representa a trajetória 1, em vermelho representa a 

trajetória 2, e em verde representa a trajetória 3. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Nesta nova configuração, o composto 1a apresenta uma ligação de hidrogênio com a 

cadeia lateral do resíduo de Ser178A, além de formar ligações de hidrogênio mediadas por uma 

molécula de água com as cadeias principais da Val238B e Cys241B. Estas interações também 

são observadas nas estruturas com a colchicina e d-podofilotoxina. Portanto, três novas 

trajetórias de DM foram geradas para o composto 1a nesta nova configuração repetindo-se o 

protocolo usado nas simulações anteriores. Os resultados são apresentados na figura 23B e na 

tabela 10. Na seção de anexos encontram-se os gráficos de RMSD das trajetórias. 
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Tabela 10. Matriz de RMSD comparada à configuração mais visitada na trajetória da isoforma βIIB ligada ao 

composto 1a na configuração alternativa.  

 1a-B2 MDA-1 1a-B2 MDA-2 1a-B2 MDA-3 

1a-B2 MDA-1 0,110 0,229 0,237 

1a-B2 MDA-2 0,201 0,115 0,138 

1a-B2 MDA-3 0,240 0,140 0,136 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os resultados de RMSD apresentados na tabela 10 indicam que o ligante se manteve 

bastante estável no domínio de ligação, não apresentando valores de RMSD maiores do que 

0,250 nm. Na trajetória 1 o ligante assumiu uma configuração mais próxima da inicial e nas 

outras duas, adotou outra conformação, mas ainda próxima da configuração inicial. Este 

protocolo de avaliação da capacidade dos compostos interagirem com o domínio da colchicina 

na isoforma βIIB, foi adicionalmente usado para a isoforma βIII. 

 

4.6 Diferenças na interação entre as isoformas βIIB e βIII: o caso da plinabulina 

 

A plinabulina é o único composto que possui estruturas cristalográficas em complexo 

com as isoformas βIIB e βIII da tubulina. Por esta razão, esse composto foi selecionado para 

validar a estratégia desenvolvida. Novamente, os sistemas para cada isoforma foram preparados 

e três simulações de DM calculadas. Os resultados são apresentados na tabela 11 e na figura 

24. Na seção de anexos encontram-se os gráficos de RMSD das trajetórias. 

 

Tabela 11. Matriz de RMSD comparada à configuração mais visitada na trajetória nas duas isoformas ligadas ao 

composto plinabulina. 

 Pli-B2 MD-1 Pli-B2 MD-2 Pli-B2 MD-3 

Pli-B2 MD-1 0,096 0,122 0,108 

Pli-B2 MD-2 0,123 0,124 0,116 

Pli-B2 MD-3 0,120 0,102 0,103 

 Pli-B3 MD-1 Pli-B3 MD-2 Pli-B3 MD-3 

Pli-B3 MD-1 0,102 0,194 0,147 

Pli-B3 MD-2 0,186 0,124 0,219 

Pli-B3 MD-3 0,152 0,220 0,085 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 24. Conformação mais visitada nas duas isoformas da proteína ligada ao composto plinabulina nos últimos 

20 ns de trajetória. O ligante em preto representa a trajetória 1, em vermelho representa a trajetória 2, 

e em verde representa a trajetória 3.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Observa-se que os valores obtidos para a plinabulina ligada à βIIB-tubulina estão 

próximos aos obtidos na diagonal, assim como os valores obtidos para a colchicina e a d-

podofilotoxina. No caso do isômero βIII-tubulina, os valores são um pouco maiores, o que pode 

ser explicado pela menor afinidade do ligante. No entanto, apenas dois deles são maiores do 

que 0,2 nm e nenhum é maior do que 0,25 nm. Esses resultados indicam que o protocolo é útil 

para testar compostos na isoforma βIII, à medida que se modelou dímeros αIB/βIII em complexo 

com compostos estudados anteriormente, além do composto 1a. 

 

4.7 Trajetórias de DM dos dímeros de αIBβIII-tubulina com o composto 1a, colchicina, 

podofilotoxina, e d-podofilotoxina  

 

Seguindo a mesma estratégia, três simulações de DM foram realizadas para cada sistema 

proteína-ligante. Os resultados são apresentados na figura 25 e na tabela 12. Na seção de anexos 

encontram-se os gráficos de RMSD das trajetórias. 
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Figura 25. Conformação mais visitada da proteína ligada aos compostos colchicina, d-podofilotoxina, 

podofilotoxina e 1a nos últimos 20 ns de trajetória. O ligante em preto representa a trajetória 1, em 

vermelho representa a trajetória 2, e em verde representa a trajetória 3. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tabela 12. Matriz de RMSD comparada à configuração mais visitada de cada trajetória para a isoforma βIII. 

 Col-B3 MD-1 Col-B3 MD-2 Col-B3 MD-3 

Col-B3 MD-1 0,113 0,095 0,185 

Col-B3 MD-2 0,171 0,069 0,228 

Col-B3 MD-3 0,153 0,184 0,088 

 D-Pod-B3 MD-1 D-Pod-B3 MD-2 D-Pod-B3 MD-3 

D-Pod-B3 MD-1 0,089 0,109 0,248 

D-Pod-B3 MD-2 0,131 0,073 0,217 

D-Pod-B3 MD-3 0,211 0,209 0,101 

 Pod-B3 MD-1 Pod-B3 MD-2 Pod-B3 MD-3 

Pod-B3 MD-1 0,096 0,128 0,192 

Pod-B3 MD-2 0,141 0,073 0,245 

Pod-B3 MD-3 0,212 0,270 0,089 

 1a-B3 MD-1 1a-B3 MD-2 1a-B3 MD-3 

1a-B3 MD-1 0,107 0,123 0,166 

1a-B3 MD-2 0,130 0,128 0,181 

1a-B3 MD-3 0,132 0,199 0,101 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Como pode ser observado, os compostos cristalográficos apresentam maiores valores 

de RMSD, o que provavelmente se deve à sua menor afinidade pelo domínio da colchicina na 

isoforma βIII. Mas no caso particular do composto 1a, esses valores são menores do que aqueles 

obtidos para a isoforma βIIB, o que sugere que esse composto possui afinidade similar ou maior 

pelo domínio de ligação da isoforma βIII. Esse resultado é condizente com resultados publicados 

na tese da Dra. Luma G. Magalhães. Quando a mistura racêmica do composto 1a foi testada, 

não foram observadas diferenças significativas na inibição da divisão celular de células que 

expressam majoritariamente as isoformas βIIB ou βIII. 

 

4.8 Rede de águas no domínio de ligação da colchicina 

 

A colchicina foi a primeira molécula que interage com a tubulina a ser descoberta, o que 

fez A colchicina foi o primeiro ligante da tubulina a ser descoberto, o que fez com que o domínio 

de ligação levasse seu nome, e sua atividade de inibição da polimerização dos microtúbulos 

fosse amplamente estudada. A caraterização da interação colchicina-tubulina tem destacado, 

principalmente, as interações hidrofóbicas entre a proteína e o ligante. No entanto, as moléculas 

de água do sítio de ligação têm se mostrado muito importantes na interação proteína-ligante. 

Buscas avançadas no PDB com os termos “β-tubulin” e o código LOC (código da colchicina 

no PDB) foram realizadas com o intuito de se caracterizar redes de águas no domínio de ligação 

da colchicina. Foram encontradas 12 estruturas com resoluções entre 1,9 e 3,8 Å. Destas, apenas 

as estruturas com resolução menor do que 2,5 Å foram selecionadas. Este valor de corte foi 

adotado para que estruturas com o maior número de moléculas de água cristalográficas fossem 

selecionadas. Quatro estruturas, todas com a mesma sequência de aminoácidos, foram 

selecionadas: 5EYP (1,9 Å), 5NM5 (2,05 Å), 5ITZ (2,2 Å) e 4O2B (2,3 Å). A estrutura 5NM5 

apresenta poucas moléculas de água, nenhuma delas no domínio de ligação da colchicina e, 

portanto, não foi usada. A estrutura 4O2B tem dois dímeros e ambos foram usados 

separadamente. Portanto, 4 dímeros foram usados nas análises das redes de moléculas de água.  

O sítio de ligação da colchicina apresenta 12 moléculas de água em comum entre os 

dímeros, a quais intermediam interações entre a proteína e o ligante, como ilustrado na figura 

26. 
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Figura 26. Rede de moléculas de água envolvidas na interação entre a colchicina e o seu domínio de ligação. (A) 

Águas presentes na interação da colchicina com o seu domínio de ligação, por clareza se representou 

apenas o nome do resíduo com sua posição na cadeia correspondente. (B) Representação por cores das 

águas presentes nos 4 dímeros estudados, cada cor representa um dímero diferente. Rosa para 5EYP, 

amarelo para 5ITZ, verde para o primeiro dímero da estrutura 4O2B e laranja para o segundo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A figura 26 mostra que apenas três moléculas de água intermediam interações de ordem 

1 entre o ligante e a proteína: w1, w2 e w8. A molécula w1 realiza uma interação dupla entre 

os átomos de oxigênio dos grupos 2- e 3-metoxi da porção fenil-trimetoxi da colchicina e a 

amida da cadeia principal da Cys241B e a carbonila da cadeia principal da Val238B. A 

molécula w2 realiza uma interação entre o oxigênio da porção amida da colchicina e a carbonila 

da cadeia principal da Thr353B. A água w8 intermedia uma interação entre o nitrogênio da 

porção amida da colchicina e a amida da cadeia lateral da ASN101A. As 12 moléculas de água 

não estão presentes em todas as estruturas. A estrutura 5EYP não apresenta a água w12. A água 

w10 não está presente no segundo dímero da estrutura 4O2B.  

Para se determinar se as águas ocupam posições favoráveis, foi calculado para cada dímero, o 

coeficiente Bnorm a partir dos fatores de temperatura normalizados. Os resultados são 

apresentados na figura 27. 
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Figura 27. Favoravilidade das posições das águas estruturais. O coeficiente que determina se as moléculas de água 

estão em posições favoráveis, Bnorm, é representado em escala de azul (-1, favorável) a vermelho (3, 

desfavorável), com o branco representando a neutralidade (1, neutro). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Todas as águas apresentam valores favoráveis de Bnorm (abaixo de 1), com exceção das 

águas w7 e w10 na estrutura 5EYP (tabela 13). Os resultados indicam que existe uma rede de 

moléculas de água que participam da interação entre a colchicina e seu domínio na βII-tubulina. 

Pela ausência de estruturas da βIII-tubulina, esse sistema foi simulado para fins de comparação. 
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Tabela 13. Bnorm das águas presentes na interação da colchicina com o seu domínio.  
 5EYP 5ITZ 4O2B_1 4O2B_2 

w1 0,22 -0,01 0,78 0,94 

w2 -0,35 0,01 -0,99 -0,75 

w3 -0,59 -0,26 -0,14 -0,17 

w4 -0,59 -0,36 -0,86 -0,54 

w5 -0,31 -0,79 -0,92 -0,42 

w6 -0,83 -0,34 -0,16 -0,11 

w7 1,43 0,02 0,10 X 

w8 -0,85 -1,05 -1,27 -1,02 

w9 -0,46 -0,76 -0,60 -0,76 

w10 1,38 -0,06 0,32 0,38 

w11 0,19 -0,60 -0,16 0,11 

w12 0,90 -0,36 0,61 0,21 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os valores de Bnorm (tabela 13) são muito próximos entre as estruturas para a maioria das 

moléculas de água, com exceção das moléculas w7, w10, w11 e w12, que estão na região mais 

externa no domínio. O caso da água w1 é muito interessante porque ainda que ela esteja presente 

em todas a estruturas e no interior do domínio, os valores de Bnorm estão na faixa da neutralidade. 

Este resultado indica que essa molécula não ocupa uma posição ótima. 

 

4.9 Simulações de DM para o cluster de água na interação da colchicina com as duas 

isoformas  

 

Como demonstrado, a colchicina é estável no domínio de ligação das duas isoformas e, 

portanto, é possível identificar os clusters de água formados nesses sítios. Para o dímero da 

isoforma βII foram identificadas as moléculas w1, w2 e w3 (figura 28A). Um fenômeno 

interessante foi observado quando a colchicina estabiliza e se afasta da hélice H7. Como 

resultado, a água w1 não intermedia a interação de ordem 1, no entanto, a molécula w1’ 

posiciona-se entre a colchicina e a água w1, estabelecendo uma interação de ordem dois (figuras 

28B, 28C e tabela 14). Este resultado explica a razão pela qual os valores de Bnorm da água w1 

nas diferentes estruturas cristalográficas da tubulina ligada à colchicina ficaram na faixa do 

neutro. 
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Figura 28. Cluster de água calculado nas trajetórias do dímero de αIB/βIIB ligado à colchicina. A) águas encontradas 

no cálculo do cluster de águas. Código de cores: preto para trajetória 1, vermelho para a trajetória 2, e 

verde para a trajetória 3. B) interação de ordem 1 mediada pela água na estrutura cristalográfica. C) 

interação de ordem 2 identificada na dinâmica molecular.  

Fonte: Elaborada  pelo autor. 

 

Tabela 14. Porcentagem de tempo em que as interações formadas pela água se mantêm entre a colchicina e os 

resíduos do domínio na isoforma βIIB.  

  MD-1 (%) MD-2 (%) MD-3 (%) 
Ordem 1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Asn101A 94 - 94 93 - 93 - - - 
Val238B - 84 - - 79 - - 93 - 
Cys241B - 84 - - 77 - - 93 - 
Thr353B 61 - 63 76 - 75 90 - 85 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Para a isoforma βIII, observou-se que a cadeia lateral da Ser241B pode adotar duas 

configurações diferentes. Quando a cadeia lateral se posiciona do lado de fora do bolsão 

hidrofóbico, são observadas as mesmas interações intermoleculares que ocorrem na isoforma 

βIIB. Na segunda configuração, uma interação de hidrogênio se forma entre a cadeia lateral e um 

dos oxigênios do anel fenil-metoxi da colchicina (figura 29 e tabela 15). A perda de interações 

mediadas pela água pode explicar a diminuição da atividade da colchicina quando da interação 

com a isoforma βIII em comparação com a isoforma βIIB. 
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Figura 29. Cluster de água calculado nas trajetórias do dímero de αIB/βIII ligado à colchicina. A) águas encontradas 

no cálculo do cluster de águas. Código de cores: roxo para trajetória 1, laranja para a trajetória 2, e azul 

para a trajetória 3. B) interação de ordem 1 mediada pela água na estrutura cristalográfica. C) interação 

de ordem 2 identificada na dinâmica molecular.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tabela 15. Porcentagem de tempo em que as interações formadas pela água se mantêm entre a colchicina e os 

resíduos do domínio na isoforma βIII.  
DM-1 (%) DM-2 (%) DM-3 (%) 

Order 1 2 3 1 2 3 1 2 3 
Asn101A - - - - - - - - - 
Val238B - - - - - - - - - 
Ser41B - - - - 65 - - - - 

Val353B 36 - 40 89 - 86 - - - 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A perda de interações mediadas pela água pode explicar a diminuição da atividade da colchicina 

quando ela interage com a isoforma βIII em comparação com a isoforma βIIB. 

 

4.10 Simulações de DM para o cluster de água na interação do composto 1a com as duas 

isoformas 

 

O composto 1a apresenta dois possíveis modos de interação muito similares, tanto no 

domínio de ligação da colchicina da isoforma βIIB quanto no da βIII. Para a isoforma βIIB, a água 
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w1 participa da rede de interações em ambos os modos de ligação. No primeiro modo de 

interação (figura 30A), a água w2 também está presente, estabelecendo uma interação de ordem 

1 com o grupo amina do composto 1a e com o resíduo Thr351B. O grupo carboxila estabelece 

uma interação de hidrogênio com a cadeia principal do Asp251B. No segundo modo de 

interação (figura 30B), a água w2 está ausente e o grupo amina forma uma interação de 

hidrogênio com a cadeia principal da Thr351B. Por sua vez, o grupo carboxila do composto 1a 

forma uma interação de hidrogênio com o Asp251B através de uma interação de ordem 1 com 

a água w13. 

 

 
Figura 30. Duas configurações possíveis do composto 1a no dímero de αIB/βIIB. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Não foram observadas interações de hidrogênio intermediadas pela molécula w2. Como 

observado na tabela 16, nenhuma interação com o resíduo Thr351 foi identificada. Interações 

envolvendo a Ser178A mediadas por moléculas de água também não foram detectadas. 

 

Tabela 16. Porcentagem de tempo em que as interações formadas pela água se mantêm entre o composto 1a e os 

resíduos do domínio da colchicina na isoforma βIIB.   
DM-1 DM-2 DM-3 

Ordem 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Val238B - 80,9 - 31,9 - 92,8 - 20,8 - 84,7 - 33,5 

Cys241B - 58,4 - - - 87,8 - - - 82,4 - - 

Asp251B 85,9 - - - - 85,3 - 79,9 - 84,8 - 81,0 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Para a isoforma βIII, a análise dos clusters mostrou que a água w1 participa da rede de 

interações nos dois modos de ligação observados. Como ocorre na isoforma βIIB, o segundo 

modo de ligação envolve a molécula w13 (figura 31B). Nesta isoforma, a água w2 participa de 

interações nos dois modos de ligação, estabelecendo uma interação de ordem 1 entre o grupo 

amina do composto 1a e a Val351B. A maior diferença entre as duas configurações ocorre na 

interação observada entre o grupo carboxila do composto e a cadeia principal do Asp251B. No 

primeiro modo de ligação (figura 31A), ocorre uma interação de hidrogênio direta entre a 

proteína e o ligante. No entanto, no segundo modo de ligação, esta interação de hidrogênio é 

mediada pela água w13. 

 

 
Figura 31. Duas configurações possíveis do composto 1a no dímero de αIB/βIII. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As simulações de DM não detectaram a formação de interações de hidrogênio mediadas por 

água entre o composto e a Val351B (tabela 17). Neste caso, é observada uma interação de ordem 

1 entre o composto e a Leu245B. No entanto, esta interação se mantém por curtos períodos e, 

desta forma, não foi detectada pela análise de cluster. 

 

Tabela 17.  Porcentagem de tempo em que as interações formadas pela água se mantêm entre o composto 1a e os 

resíduos do domínio da colchicina na isoforma βIII.  
DM-1 DM-2 DM-3 

Ordem 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Val238B - 79,4 - - - 73,2 - 34,5 - 93,6 - - 

Ser241B - 73,7 - - - 70,0 - - - 66,2 - - 

Leu245B - 49,0 - - - 61,0 - 41,6 - 44,8 - - 

Asp251B 58,0 - - - 32,3 - - 53,9 91,4 - - - 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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A partir destes resultados, é possível observar que a mutação do resíduo Cys241B nas isoforma 

βIIB para Ser241B na isoforma βIII não afeta a interação mediada pela água w1 com o composto. 

Este fenômeno pode ser a razão pela qual a atividade deste composto seja mantida frente às 

duas isoformas. A partir dos resultados obtidos, propomos um protocolo para se avaliar 

potenciais ligantes quanto à sua capacidade de inibir a polimerização da tubulina. 

 

4.11 Protocolo proposto 

 

Com o intuito de se caracterizar um determinado composto como potencial ligante do domínio 

de ligação da colchicina e, portanto, como inibidor da polimerização da tubulina, estabelecemos 

o seguinte protocolo: 

 

i. Realizar estudos de docagem molecular usando estruturas depositadas no PDB que 

tenham alta resolução e diferentes inibidores ligados ao domínio de ligação da 

colchicina. 

ii. Selecionar os melhores resultados e realizar no mínimo três simulações de DM de 200 

ns. 

iii. Usar os últimos 20 ns da trajetória para analisar a conformação mais visitada através de 

cálculos de cluster de conformação.  

iv. Comparar as conformações do composto usando o cálculo de matriz de RMSD. Caso 

mais da metade dos valores fiquem acima de 0,25 nm, analisar se o composto está 

assumindo uma nova configuração e repetir os passos ii e iii com a nova configuração. 

Caso não se identifique uma configuração estável, o composto é classificado como 

inativo. 

v. Após a identificação de uma configuração estável, investigar a existência de possíveis 

redes de água usando os métodos de clustering de moléculas de água e de identificação 

de interações de hidrogênio. 
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5 Conclusões 

 

Nesta tese de doutorado, métodos de SBDD foram integrados para investigar os 

fenômenos envolvidos no reconhecimento molecular entre dímeros de tubulina e ligantes do 

domínio de ligação da colchicina. Aspectos essenciais da interação entre a tubulina e derivados 

da acridina, d-podofilotoxina, podofilotoxina e colchicina foram examinados. Os estudos de 

docagem molecular, dinâmica molecular e clustering demonstraram que, além de interações 

hidrofóbicas, estes inibidores da polimerização da tubulina estabelecem uma extensa rede de 

interações de hidrogênio com a proteína. A maioria destas interações de hidrogênio são 

mediadas por moléculas de água que fazem parte do domínio de ligação da colchicina, ou seja, 

águas estruturais. Adicionalmente, mutações no domínio de ligação da colchicina interferem de 

maneiras diferentes na formação das redes de água nas isoformas βIIB e βIII. Esta interferência 

é crítica para ligantes seletivos para uma das isoformas, contudo, não afeta a atividade de outras 

moléculas, ativas contra ambas as isoformas. 

Os estudos de SBDD desenvolvidos nesta tese racionalizam resultados experimentais in 

vitro obtidos previamente para os derivados da acridina. Os resultados reportados nesta tese 

demonstram a razão molecular pela qual o enantiômero S (1a) do derivado 1 é ativo frente à 

tubulina, enquanto o enantiômero R (1b) é inativo. Além disso, as redes de água formadas 

durante a interação entre a colchicina e a tubulina sugerem a causa da diferença de atividade 

desta molécula frente às isoformas βIIB e βIII: a mutação do resíduo Cys241B na isoforma βIIB 

para Ser241B na isoforma βIII. Esta mutação não interfere nas interações mediadas pelas águas 

estruturais para o composto 1a, o que explica a manutenção da atividade desta molécula frente 

às diferentes isoformas da tubulina. A molécula de água w1 se mostrou crítica para interação 

do composto 1a com ambas as isoformas. 

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que o reconhecimento intermolecular 

entre inibidores da polimerização da tubulina e o sítio de ligação da colchicina é um fenômeno 

complexo. Envolve fatores como a acomodação de diferentes configurações dos ligantes no 

sítio, adaptação a mutações, e rearranjos de moléculas de água estruturais fundamentais para o 

reconhecimento molecular. Este conhecimento contribui para a descoberta de novos inibidores 

da polimerização da tubulina e para o avanço das pesquisas dedicadas ao desenvolvimento de 

novos candidatos a fármaco para o tratamento do câncer. 
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Figura A1. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante 1a na configuração alternativa. A) 

RMSD da trajetória do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do 

monómero βIIB em relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante 1a em relação 

a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A2. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante plinabulina. A) RMSD da trajetória 

do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monómero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante plinabulina em relação a sua 

posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A3. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIII-tubulina com o ligante plinabulina. A) RMSD da trajetória 

do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monómero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante plinabulina em relação a sua 

posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A4. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIII-tubulina com o ligante colchicina. A) RMSD da trajetória 

do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monómero βIIB em 

relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante colchicina em relação a sua 

posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A5. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIII-tubulina com o ligante d-podofilotoxina. A) RMSD da 

trajetória do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do monómero 

βIIB em relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante d-podofilotoxina em 

relação a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A6. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIII-tubulina com o ligante podofilotoxina. A) RMSD da 

trajetória do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do 

monómero βIIB em relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante podofilotoxina 

em relação a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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Figura A7. RMSD trajetórias de DM do dímero αIAβIIB-tubulina com o ligante 1a na configuração alternativa. A) 

RMSD da trajetória do monómero αIA em relação a sua conformação inicial. B) RMSD da trajetória do 

monómero βIIB em relação a sua conformação inicial. C) RMSD da trajetória do ligante 1a em relação 

a sua posição inicial. 

Fonte: Elaborada pelo autor.  


