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RESUMO

A proteina caseina quinase 2 (CK2) quando superexpressa ou quando ha perda
de sua funcao, tem sido relacionada as neoplasias. Desta forma, a inibicdo da
CK2 apresenta-se como uma proposta interessante para a descoberta de
novos compostos antitumorais. Os derivados de 2-aminotiazois e os derivados
de azonaftaleno sdo compostos com acdo antitumoral com atividade inibitoria
da CK2. Para fins de obtencdo de informacées e modelos que permitam
entendimento maior e mais detalhado sobre a atividade antineoplasica destes
compostos nesta proteina, foi realizado este estudo. As estruturas dos
compostos foram submetidas a otimizacdo de geometria e andlise
conformacional através do software Spartan’08 for Windows. Os modelos da
estrutura 3D da proteina CK2 foram obtidos do sitio eletrénico Protein Data
Bank (PDB ID:3PE1, 5KUS8, 4UB7 e 6TEI). A busca de cavidades foi realizada
com o emprego do servidor online CavityPlus, onde foi obtida 1 cavidade
druggable para a 3PE1, 3 para a 5KU8, 1 para a 4UB7 e 2 para a 6TEI. Os
estudos prévios de predicédo de atividade e busca de similaridade, utilizando a
plataforma online Self Ensemble Approach (SEA), demonstraram que somente
os derivados do 2-aminotiazdis apresentaram resultado significativo em relacéo
aos azonaftalenos, com potencial interagdo com a CK2 e com indice de
similaridade de 0,3 entre si. O modelo farmacéforo LBDD foi obtido pelo
software Pharmagist, que foi carregado no servidor ZincPharmer, permitindo a
realizacéo da triagem virtual, onde um composto foi escolhido por apresentar o
grupamento 2-aminotiazol e uma funcdo acida. Para o modelo obtido pelo
farmacoéfaro SBDD foi utilizado o software Pharmit, assim como a triagem virtual
desta etapa, onde foram obtidos cinco compostos a partir de bancos digitais de
peqguenas moléculas. Os compostos obtidos pela triagem ndo apresentaram
efeito toxico teorico e trés deles apresentaram predicédo de atividade bioldgica
positiva para a CK2. O estudo de ancoramento molecular foi realizado no
software iGemdock 2.1 com as estruturas 3D da proteina CK2, derivados do 2-
aminotiaz6l e o composto obtido pela triagem virtual com farmacéfaro LBDD.
Estas interacBes ocorrem com 0s principais residuos de aminoacidos do sitio

ativo, estando de acordo com a literatura recente. Sugere-se que os modelos



3D da proteina CK2 utilizados neste trabalho podem ser aplicados para o
planejamento e desenvolvimento de novos compostos bioativos que
apresentem inibicdo ativa a partir de derivados de 2-aminotiaz6l que possuam
atividade antineoplasica promissora.



ABSTRACT

The protein casein kinase Il (CK2) when overexpressed or when there is loss of
function, has been related to neoplasms. Thus, the inhibition of CK2 presents
itself as an interesting proposal for the discovery of new antitumor compounds.
Derivatives of 2-aminothiazoles and derivatives of azonaphthalene are
compounds with antitumor action with inhibitory activity on CK2. In order to obtain
information and models that allow a greater and more detailed understanding of
the antineoplastic activity of these compounds in this protein, this study was tool
place out. The compounds were submitted to geometry optimization and
conformational analysis using Spartan Sparta08 software for Windows. The 3D
structure models of the CK2 protein were obtained from the Protein Database
website (PDB ID: 3PE1, 5KU8, 4UB7 and 6TEI). The search for cavities was
performed using the CavityPlus online server, where 1 druggable cavity was
obtained for 3PE1, 3 for 5KUS8, 1 for 4UB7 and 2 for 6TEI. Previous studies on
activity prediction and search for similarity, using the Self Ensemble Approach
(SEA) online platform, demonstrated that only 2-aminothiazoles derivatives
showed significant results in relation to azonaphthalenes, with potential
interaction with CK2 and with an index of similarity of 0.3 to each other. The
pharmacophore LBDD model was obtained by the Pharmagist software, which
was loaded on the ZincPharmer server, allowing the realization of virtual
screening, where a compound was chosen because it presents the 2-
aminothiazole group and an acid function. For the model obtained by the
pharmacophare SBDD, the Pharmit software was used, as well as the virtual
screening of this step, where five compounds were obtained from digital banks of
small molecules. The compounds obtained by virtual screening showed no toxic
effect and three of them showed a prediction of positive biological activity for CK2.
The docking molecular study was performed using iGemdock 2.1 software with
the 3D structures of the CK2 protein, 2-aminothiazole derivatives and the
compound obtained by virtual screening with pharmacophare LBDD. These
interactions occur with the main amino acid residues of the active active,
according to recent literature. It is suggested that the 3D models of the CK2
protein used in this work may be competent for the planning and development of

new bioactive compounds that show active inhibition from 2-aminothiazole



derivatives that have promising antineoplastic activity.
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1. INTRODUCAO

O cancer € um conjunto de disfuncdes e enfermidades caracterizado pelo
crescimento desordenado das células. O céancer causa a morte de
aproximadamente 8,2 milhdes de pessoas no mundo, sendo que no Brasil, no
ano de 2020, foram registrados 232,03 6bitos devido a estas patologias (INCA,
2021). Esses dados remetem a necessidade constante do desenvolvimento de
novos farmacos que possam atenuar a doenca, bem como o estudo do
aperfeicoamento de compostos que vem se apresentando como possiveis
detentores de atividade antitumoral.

As proteinas quinases ou protein kinases (PKs) sdo enzimas que possuem
a funcao de transferir o grupamento fosfato do trifosfato de adenosina (ATP) para
proteinas-alvo, mediando sinais responsaveis por diversas funcdes celulares
fundamentais no organismo humano. E responséavel por fosforilar mais de 300
proteinas (MEGGIO and PINNA, 2003) e suas principais fun¢des envolvem o
crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia celular (GUO et al., 2001), funcéo
antiapoptotica global (AHMAD et al., 2008; RUZZENE et al., 2019) e funcao de
resisténcia a medicamentos (BORGO and RUZZENE, 2019). A desregulacéo
dessas proteinas esta relacionada as diversas doengcas como diabetes,

inflamac0des e a diversos tipos de cancer (SILVA et al., 2009).

Em 1956, Edmond Fischer e Edwin Krebs relataram o primeiro estudo
evidenciando a importancia das PKs na sinalizacdo celular (KREBS e
FISCHER, 1956). Em 1992, ambos foram laureados com o prémio Nobel em
fisiologia e medicina pela descoberta da fosforilagdo reversivel como um
mecanismo de regulacdo biolégica (NOBEL PRIZES, 1992). Desde entdo as
PKs séo alvo de estudos e ja foram descritas mais de 518 proteinas quinases
humanas, as quais correspondem a aproximadamente 1,7% de todos 0s genes
humanos (MANNING et al. 2002), representando a maior familia de proteinas
de organismos eucariontes (SILVA, 2009).

A classificacdo das proteinas quinases esta relacionada a especificidade
do aminoacido a ser fosforilado. Quando o grupamento fosfato € transferido
para residuos de tirosina, as PKs sdo classificadas como tirosina-quinases.
Quando a fosforilagdo ocorre em residuos de treonina ou serina, as PKs sao



classificadas como serina-treonina quinases (SILVA, 2009; HAMILTON, 1998).

Dentre as principais proteinas quinases do tipo serina-treonina encontra-
se a proteina quinase C (PKC), que esta envolvida em eventos de transduc¢éo
de sinais, uma vez que envolve estimulos especificos hormonais, neuronais e
de fatores de crescimento. Possui como acao catalisar a transferéncia do grupo
fosfato do ATP a outras proteinas. Da mesma maneira, a PKC também sofre
fosforilagGes antes de ser ativada, o que ocorre durante sua translocagéao do
citosol para a membrana da ceélula. Esse evento ocorre em resposta ao
aumento transitorio de diacilglicerol (DAG) em nivel celular ou a exposicao a
compostos do tipo forbol-ésteres (IDRIS et al., 2001).

A caseina quinase 2 (CK2) ou proteina quinase CK2 também é uma PK
gue fosforila serina-treonina. Quando ela se encontra em niveis elevados,
considerados anormais, tem sido relacionada a uma série de enfermidades,
com especial referéncia as neoplasias. Desta forma, a inibicdo potencial das
proteinas quinases CK2 apresenta-se como uma proposta interessante para a
descoberta de novos compostos antitumorais. Essa observagéo proporciona o
interesse na realizacdo de investigacbes que visam a identificacdo de
substancias capazes de inibir a atividade desta quinase (PAULI et al., 2018)

Alguns compostos inibidores das proteinas quinases com atividades
antitumorais encontram-se em estudos pré-clinicos ou clinicos. Destaca-se, no
primeiro caso, dois inibidores da CK2, o TBB (4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzotriazol) e o DMAT (2-dimetilamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol)
(PAGANO et al., 2008), onde se sabe que o TBB apresenta uma maior atividade
inibitéria contra as proteinas quinases CK2 do que o DMAT (PAGANO et al.,
2008). Em estudo clinico temos como exemplo o silmitasertib (KIM et al. 2018),
um potente e seletivo inibidor de CK2. A atividade antiproliferativa do CX-4945
(silmitasertib) contra as células neoplasicas correlacionou-se com os niveis de
expressdo da subunidade catalitica CK2a. A atenuacdo da sinalizagédo
PI3K/Akt por CX-4945 foi evidenciada por desfosforilagdo de Akt no local S129
especifico de CK2 e nos locais reguladores S473 e T308 candnicos. O CX-4945
causou a interrupcao do ciclo celular e induziu seletivamente a apoptose em
células neoplasicas em relacdo as células normais (SIDDIQUI-JAIN et al.,
2010). No entanto, parte dos inibidores competitivos por ATP podem ser

proibidos a serem candidatos a medicamentos devido a citotoxicidade,



genotoxicidade e outras deficiéncias farmacéuticas (PAGANO et al.,2008 ;
SARNO et al., 2011 ; LI et al., 2010).

No estudo de Bestgen et.al. (2019), foram identificados os derivados do 2-
aminotiazois como uma nova classe de inibidores da Ck2, exibindo um
modelo ndo competitivo por ATP, onde foi estabilizada uma conformacao
inativa de CK2 em solucdo. Os estudos de cinética enzimatica, de RMN de
diferenca da transferéncia de saturacdo (STD NMR), e espectroscopia de
massa demonstram gque 0s compostos se ligam em uma bolsa alostérica fora
do local de ligacéo do ATP.

No estudo de Moucadel et al. (2011), foi realizada uma triagem automatizada
onde identificaram compostos derivados do azonaftaleno como novos inibidores
de CK2 altamente potente, e que essa inibicdo era ndo competitiva por ATP.
Estes compostos promoveram a parada do ciclo celular de células U373 de
glioblastoma humano. Ensaios in vitro e in vivo mostraram que esses compostos
poderiam diminuir a massa do tumor de células U373 em 83%, ressaltando sua
eficacia contra esses tumores resistentes a apoptose. Estes resultados
demonstram que a inibicdo alostérica da atividade da CK2 pode ser alcancada
com inibidores ndo competitivos em ATP, expandindo as opc¢des para modular
essa enzima.

O planejamento de compostos bioativos pode ser aplicado no uso de
receptor biolégico (planejamento de farmacos baseado na estrutura do
receptor, SBDD, do inglés structure-based drug design) ou em estruturas
guimicas (planejamento de farmacos baseado na estrutura da molécula ou
ligante (LBDD, do inglés ligand- based drug design) (Guido et al., 2010).

O ancoramento molecular (molecular docking) € um exemplo de
metodologia SBDD, e sua técnica consiste do céalculo e obtencao de diferentes
conformacdes espaciais do ligante possibilitando ao analista identificar qual
dentre estas € a mais provavel na interacao ligante-alvo biologico. (Ruyck et al.
2016; Erickson et al. 2004). Estas funcdes usam valores de energia livre de
ligacdo, onde a menor energia é considerada a mais provavel para justificar a
conformacao da interacao (Kitchen, 2004).

Entre os métodos de LBDD destaca-se o estudo de farmacoéfaro. Um
farmacoforo € a estrutura quimica ou porcdo molecular que possui as

propriedades fisico-quimicas e estruturais essenciais responsaveis por um



grupo de moléculas exercer efeito ou interromper este (agonistas ou
antagonista). O grupo farmacoforico, que esta presente no farmacoforo, é a
porc¢ao estrutural minima que é necessaria para a a¢ao biolégica de um farmaco
ou grupo de classe terapéutica, e compreende todas as principais
caracteristicas envolvidas no desempenho da atividade biolégica ou com a
interacdo do ligante com o sitio receptor (Kaserer et al. 2015, Bhattacharjee et
al. 2007). Para o uso desta técnica ndo € necessario o emprego da estrutura
do alvo bioldgico (Guido et al., 2010; Ferreira et al., 2010).

Entre as principais caracteristicas de uma molécula que podem influenciar
a atividade biol6gica se destacam o0s descritores de propriedades
estereoeletrdnicas, como: volume molecular, potencial eletrostatico molecular,
densidade eletronica, energia e coeficiente dos orbitais de fronteira HOMO e
LUMO, energia de ionizacao, ordem de ligacdo e momento de dipolo, grupos
aceptores e doadores de ligagcao de hidrogénio, e de hidrofobicidade, como
presenca de grupos hidrofébicos e o coeficiente de particio (BARREIRO,
1997).

Os custos de aplicacdo computacional da realizacdo destes estudos sao
bem menores se comparados aos gastos laboratoriais, despendidos ao
sintetizar e testar farmacologicamente véarias substancias. As ferramentas de
planejamento de farmacos aplicadas com o uso de computador tém sido
usadas para filtrar compostos que ndo se apresentam como ligantes potenciais
de interacdo com o alvo bioldgico estudado. Adicionalmente, esta metodologia
in silico é utilizada para desenhar os possiveis candidatos que apresentariam
uma boa interagcdo com o receptor (RODRIGUES, 2012) e sugerir provaveis
substancias prototipo.

O emprego de metodologias computacionais no processo de
planejamento de farmacos, consolidadas e apropriadas, complementa o
emprego de técnicas experimentais e amplia a possibilidade de éxito
(FERREIRA, 2015). No contexto deste trabalho, se apresentam como proposta
viavel para o desenvolvimento de inibidores novos e potentes, que possam ter
maior eficiéncia como antitumorais.

No cenario de pesquisas e desenvolvimento de antitumorais novos
espera-se que a busca de moléculas promova a obtencdo de compostos que

apresentem eficacia, especificidade e o minimo possivel de rea¢gfes ndo



desejadas (PALMEIRA FILHO, 2012).

Em posse do conhecimento da importancia da descoberta de compostos
capazes de atuar com acdo antitumoral e de se utilizar metodologias
computacionais de planejamento de farmacos, realizou-se este trabalho para fins
de obtencdo de informacdes e modelos que permitam entendimento maior e
detalhado sobre a atividade antineoplasica dos compostos inibidores da proteina
guinase CK2. Os resultados obtidos a partir deste estudo podem indicar a
influéncia de grupos funcionais, estrutura quimica e farmacofaro dos compostos
na inibicdo da CK2. Neste contexto, estes dados podem ser utilizados para o
desenvolvimento de compostos novos candidatos a agentes terapéuticos a

serem utilizados no tratamento de neoplasias.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar conjuntos de compostos bioativos inibidores de quinases, que
possam ser empregados como protétipos, e modelos de proteinas que possam
ser alvos de farmacos, em pesquisas que visem a busca de substancias

terapéuticas novas.

2.2. Especificos

e Trabalhar com dois grupos de compostos inibidores da CK2 descritos na
literatura, a saber: derivados do 2-aminotiazol e do azonaftaleno;

e Desenhar e otimizar a geometria estrutural das estruturas quimicas dos
compostos derivados do 2-aminotiazol e derivados do azonaftaleno;

e Realizar a modelagem e estudo de propriedades fisico-quimicas das
moléculas estudadas;

e Realizar estudos similaridade e de predicdo de atividade dos compostos
estudados;

e Realizar a busca de cavidades das proteinas CK2 utilizadas neste
estudo;

e Definir a(s) melhor(es) estrutura(s) 3D de proteina CK2 para ser utilizada
neste estudo;

e Desenvolver um modelo farmacéfaro com os compostos modelados;

e Realizar estudo de triagem virtual com o farmacoéfaro encontrado;

e Realizar estudo de predicédo de toxicidade e predicdo de atividade dos
compostos obtidos pela triagem virtual,

e Realizar estudos de ancoramento molecular dos compostos

selecionados.



3. JUSTIFICATIVA

Sabendo-se da relevancia da descoberta de compostos bioativos capazes
de atuar com acéo antitumoral potencial e das vantagens de utilizar metodologias
computacionais, sugere-se a realizacéo deste trabalho para fins de obtencéo de
modelos que permitam desenvolver compostos derivados do 2-aminotiazol com
atividade inibidora potencial da proteina quinase 2, e sugerir uma compreensao
sobre esta atividade inibitoria. Os resultados obtidos a partir deste estudo
indicam a influéncia de grupos funcionais, estrutura quimica e farmacoéforo dos
compostos bioativos derivados do 2-aminotiazol e sobre a atuacdo destes
compostos na proteina CK2. Também € sugerido o melhor modelo de estrutura
3D desta proteina. Neste contexto, estes dados podem ser utilizados para o
desenvolvimento de compostos novos candidatos a agentes terapéuticos a

serem utilizados no tratamento antineoplasicos.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Cancer e proteinas quinases

O cancer é um conjunto de disfuncdes e enfermidades que se
caracterizam por ser um conjunto de disturbios responséaveis pelo crescimento
celular descontrolado ou inadequado, perda de funcao, diferenciacao,
desenvolvimento de poder invasivo e capacidade de migrar para outros tecidos
(metastase). Estima-se que no Brasil, para cada ano do triénio 2020-2022,
ocorrerdao 625 mil novos casos de cancer (INCA, 2019). Esses dados remetem
a necessidade constante do desenvolvimento de novos farmacos que possam
atenuar essa patologia, bem como o estudo do aperfeicoamento de compostos
gue vem se apresentando como possiveis detentores de atividade antitumoral.
As proteinas quinases (PK) sdo enzimas que tém a funcédo de fosforilar
uma unica proteina ou diversos alvos diferentes (multifuncionfais) a estruturas
biolégicas em organismos vivos, podendo apresentar variacdes em graus de
especificidade a substratos organicos. No genoma humano ha codificacdo de
aproximadamente 630 quinases o que demonstra a diversidade de fungoes, a
amplitude de atividades e podem coordenar diversos processos fisiolégicos
(BHULLAR et al. 2018).

Segundo Pauli et al. (2018) é possivel classificar as PKs de acordo com a
sua localizacdo celular e organizacéao estrutural, onde séo divididas em PKs
receptoras e nao receptoras. As estruturas da primeira classificacdo estao
localizadas em membranas e apresentam estrutura com porcdes em regioes
extra, intracelular e intermembrana. Neste contexto, as PKs deste tipo sao
ativadas por um ligante extracelular. Ja as PKs da segunda classificacdo estao
localizadas no citoplasma da célula. Os dois tipos de proteinas apresentam um
dominio molecular de ligacdo do trifosfato de adenosina (ATP) que exerce 0
seu efeito catalitico (PAULI et al. 2018).

As PKs multifuncionais principais podem ser do tipo tirosina ou
serina/treonina quinases. As proteinas do tipo serina/treonina geralmente
apresentam sequéncias de aminoacidos relacionados em sua estrutura
molecular onde o fragmento envolvido é Arg-Arg-X-Ser-Z ou Arg-Arg-X-Thr-Z,

em que X € um residuo pequeno, e Z € um grande e hidrofébico de Ser ou Thr.



A lisina, por exemplo, pode substituir um dos residuos de arginina, mas com
alguma perda de afinidade da enzima pelo substrato envolvido. Assim, o
principal determinante da especificidade é a sequéncia de aminoacidos que
rodeia o local de fosforilagdo de serina ou treonina. Entretanto, residuos
distantes podem contribuir para a especificidade de interacdo da enzima. Por
exemplo, dependendo da presenca de alguns aminoacidos ha alteracdes na
conformacado da proteina, o que pode alterar a acessibilidade de um possivel
local de fosforilacdo (BERG et al., 2002).

Uma disfuncéo ou deformidade nas vias de sinalizacao celular pode levar
a estados patolégicos, como diversos tipos de cancer. Neste cenario, o cancer
esta fortemente associado com defeitos de proteinas envolvidas na transducéo
de sinal. Algumas diferencas discretas nas sequéncias de aminoacidos entre
as proteinas codificadas por proto-oncogenes e oncogenes sao responsaveis
pelo produto oncogénico que fica preso na posicao ativada “on”, que continua
a estimular o crescimento celular de forma continua (ELLIS e CLARK, 2000).

As proteinas quinases estao mais ativas em células neoplasicas, e essa
ocorréncia generalizada sugere que moléculas que possam atuar inibindo
essas enzimas funcionariam como agentes antitumorais. Os resultados de
alguns trabalhos descritos na literatura apoiam esse conceito. Entre estes, se
elenca o trabalho desenvolvido por Druker (2001) que versou a hipGtese em
gue mais de 90% de pacientes com leucemia mieloide crénica (LCM) mostram
um defeito cromossdmico nas células afetadas e subsequente alteracdo na
concentragcdo de enzimas quinases (LOPES, 2019). Neste contexto,
substancias inibidoras de enzimas quinases tém sido amplamente utilizadas
como agentes antitumorais e se apresentam como proposta eficiénte no

desenvolvimento de farmacos novos (BHULLAR et al. 2018).

4.2. Caseina Quinases

As proteinas caseina quinases (CK) podem ser encontradas em subtipos
1 e 2 e estdo envolvidas na regulacdo de ciclos celulares. A proteina quinase
CK2 representa um grupo de proteinas quinases intimamente relacionadas que

exibem especificidade diversa e tendem a fosforilar centenas de proteinas



distintas dentro das células (PINNA, 1990).

A CK2 é uma enzima altamente pleiotropica e constitutivamente ativa,
sendo responsavel pela geracdo de uma proporcdo significativa do
fosfoproteoma humano, pela regulacédo de fungbes de apoptose, proliferacéo
celular, reparo do DNA, e até o ritmo circadiano (AHMAD et al. 2008;
LITCHFIELD, 2003). A CK2 fosforila centenas de substratos, envolvidos em
praticamente todos os processos celulares, e dentre algumas funcles
importantes podem se destacar a fosforilacdo das estruturas fosfoproteina p53
e gquinase ativada por mitdgeno (MAPK), que podem estar envolvidas em
algumas disfuncdes no organismo, como cancer e inflamacdo (AHMAD et al.
2008; LITCHFIELD, 2003).

O cenario emergente proposto nos estudos descritos na literatura e a
experimentacdo com células neoplasicas tratadas com inibidores de CK2
sugerem que o nivel anormalmente elevado de CK2 gera um ambiente celular
gue favorece a progressao do tumor por meio do mecanismo de “dependéncia”.
Na verdade, a CK2 regula quase todos os processos celulares essenciais para
o desenvolvimento de alguns tipos de cancer. Em particular, seu papel global
como um supressor chave de apoptose torna a CK2 um elemento importante
no progresso de tumores (COZZA, 2015).

Por muito tempo, a proteina CK2 ndo foi considerada um alvo
conveniente para farmacos devido a sua onipresenca no organismo humano.
No presente momento ha concordancia de que as células neoplasicas
dependem da atividade de CK2 mais do que as células saudaveis (RUZENNE
e PINNA, 2010). Em pesquisas realizadas com o emprego da tecnologia
CRISPR/Cas9 em células normais e tumorais observou-se a producdo com
sucesso de células ndo tumorais depletadas de isoformas cataliticas da CK2.
Por outro lado, nenhuma célula tumoral completamente desprovida de atividade
CK2 foi vidvel no estudo (BORGO e RUZENNE, 2019).

A supressao da apoptose e demais funcdes da CK2 séo especialmente
importantes para as células cancerosas. Adicionalmente a estas informacoes,
Rabalski et al. (2016) sugeriram que esta proteina esta ligada ao aumento da
prevaléncia de canceres de mama, pulmao, colon e préstata. Assim, neste
cenario, a CK2 foi de fato definida como uma peca-chave na biologia do cancer
(TREMBLEY et al., 2009). Vérios estudos in vitro com inibidores de CK2



confirmaram uma maior sensibilidade das células tumorais em comparacao com
as células normais, e os tratamentos em animais, assim como 0s ensaios clinicos
iniciais em humanos, estdo fornecendo evidéncias da viabilidade do
direcionamento de CK2 para terapia tumoral (BORGO e RUZENNE, 2019). Por
esta razéo esta proteina tem sido escolhida como alvo para o desenvolvimento
de novos farmacos que atuem de forma inibidora com ac&o antitumoral potencial
(COZZA, 2017).

4.3. Estrutura da proteina CK2

A atividade da proteina CK2 humana depende da sua subunidade
catalitica, que pode ser encontrada sozinha ou ligada a uma estrutura
tetramérica (Figura 1), conhecida como holoenzima, composta por duas
subunidades regulatérias (8) e duas subunidades cataliticas que pode ser do
tippaed,aeaq eda ea (LITCHFIELD, 2003). A presenca de subunidade a ou o pode
apresentar agbes diferentes, onde a isoforma o’ pode ser visulizada em maior
presenca no cérebro ou mesmo desta exercer fosforilagdo da enzima chamada
caspase 3 em comparacao a subunidade a (RABALSKI et al. 2016).

A subunidade regulatéria tem como func¢des interagir com a proteina a
ser fosforilada pela CK2 para estabilizar o complexo formado com a
holoenzima, e modular a conformacéo da holoenzima para interagir com 0s
substratos biol6gicos (GRAHAM e LITCHFIELD, 2000). Oposto da maioria de
outras quinases, a CK2 nao requer nenhum evento de fosforilagdo para sua
ativacao (LITCHFIELD et al., 2003), porém diversos mecanismos de regulacéo
desta proteina estdo sendo estudados e envolvem tanto a formacdo de
estruturas multiméricas a partir da holoenzima, como a potencial ocorréncia de
interagOes com estruturas de cofator (TUAZON e TRAUGH, 1991).



Figura 1: Subunidade catalitica da CK2 (a esquerda) e estrutura tetramérica da CK2 (a direita),
ambas estruturas cristalizadas da proteina CK2 retiradas do sitio eletrénico Protein Data Bank
(PDB).

PDB ID: 3PE1 PDB ID: 1Z0E

As duas subunidades cataliticas apresentam sequencia global com
similaridade de cerca de 75%. As diferencas entre a e o’ estdo no segmento
carbono terminal (C-terminal), onde a subunidade a’ € menor, uma vez que
possui 41 residuos mais curtos do que subunidade a. A similaridade entre essa
sequéncia é de apenas 38% (COZZA et al., 2013).

Ambas as subunidades cataliticas possuem as principais estruturas
tipicas de todas as proteinas quinases relacionadas ao cinoma humano, como
uma alca P (que é alca de ligacdo de fosfato, também conhecida como alga rica
em glicina ou G-loop), a regido molecular catalitica, um laco de ativagéo
(também chamado de T-loop), e o local de ligacdo do substrato. Como para
todos os membros da familia do cinoma humano, as subunidades catélticas da
CK2 exibem duas caracteristicas topoldgicas principais, sendo um pequeno
I6bulo rico em B-strand (com exceg¢do da a-helixC), e um grande I6bulo
dominado por a-helices (Figura 2). O local de ligacdo do ATP € localizado entre
esses dois I6bulos conectados por um laco (loop) curto, denominado “regido de
dobradica” (COZZA et al., 2013).



Figura 2: representacdo da holoenzima CK2 humana e organizagdo dos dominios de CK2a
humana (adaptado de COZZA et al., 2013).
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A subunidade regulatéria (8) € onipresente no reino eucariético e ndo
possui sequéncia semelhante a outras proteinas, exceto para a proteina
Drosophila melanogaster estrelada (LIVAK, 1990). Experimentos bioquimicos,
juntamente com as estruturas cristalinas disponiveis da subunidade j,
esclareceram os papéis dos dominios carbono (C) e nitrogénio (N) terminais da
subunidade reguladora da CK2. Neste contexto, a regiao N-terminal hospeda o
sitio de auto fosforilagdo (MSSSEE) (BOLDYREFF et al., 1993) e um cluster de
aminoacidos de carater 4cido (residuo 55-64) esta envolvido na regulagéo
negativa da CK2 (MEGGIO et al., 1994). J& a regido C-terminal é responsavel
pela dimerizacdo, pela associacdo com a subunidade, por sua regulacao
positiva e preservacdo contra desdobramento estrutural e ocorréncia de
protedlise (BOLDYREFF et al., 1996).

4.4. Compostos bioativos que atuam em quinases e CK2

Atualmente cerca de 49 quinases sao alvos de farmacos considerados

inibidores de quinases. Varios estudos tém sido realizados com a finalidade de



se estudar a inibicdo de quinases. No presente momento 175 compostos
bioativos candidatos a novos farmacos estdo em estudos clinicos e ha potencial
de estudo de diversas outras enzimas quinase, como as Aurora quinases,
proteinas quinases B (AKT) e N3 (PKN3), quinases dependentes de ciclinas
(CDK) e de Ca2+/Calmodulinas (CAMK), e PCTAIRE quinases (ESSEGIAN et
al. 2020; BOURNEZ et al. 2020).

No contexto apresentado alguns estudos podem ser elencados. Entre
estes, Hirota et al. (2010) identificaram um derivado de purina, chamado de
longdaysina (Figura 3), como um novo modulador de ritmos circadianos
celulares. Este composto exerce um forte efeito de prolongamento do periodo
em células de mamiferos cultivadas e em peixes-zebra vivos através do
envolvimento de proteinas quinases CK16, CK1a e ERK2. Em 2019, Xiong e
colaboradores demostraram que a longdaysina suprimiu a sinalizacdo de
Whnt/f-catenina via direcionamento de CK1i e CK1L. A administracdo de
longdaysina retardou o crescimento do tumor com uma inibicdo concomitante
da via de sinalizagdo Wnt / 3-catenina em xenoenxertos de cancer de mama
MDA-MB-231. Estes resultados indicam que longdaysina pode ser um agente
promissor para o tratamento do cancer de mama.

A proteina quinase C (PKC) e suas isoformas ha muito sdo consideradas
proteinas envolvidas no desenvolvimento de tumores, sendo alvos diretos de
esteres de forbol, que estimulam a proteina e séo considerados "promotores de
tumor" (MOCHLYROSEN et al., 2012). Estudos recentes encontraram mais de
1.000 mutacdes soméaticas associadas ao cancer em isoformas de PKC,
resultando principalmente em perda de funcdo (ANTAL et al., 2015). Além
disso, muitos canceres sao conhecidos por apresentar expressado regulada
negativamente de membros da familia de PKC (PONGRACZ et al., 1995;
SUGA et al., 1998; DOWLING et al., 2016). Portanto, foi proposto que as
terapias anticancer deveriam se concentrar na restauracao da atividade de PKC
(NEWTON, 2018). O composto tigilanol tiglate (TT, também conhecido como
EBC-46) (Figura 3), € um derivado epoxitigliane isolado da semente da
Fontainea picrosperma (Euphorbiaceae), planta nativa da floresta tropical
australiana (REDDELL et al., 2007), considerado um modulador da Proteina
Quinase C (PKC) e suas isoformas, onde uma unica dose intratumoral de TT

causou necrose hemorragica e ablacdo de tumor em melanoma, e outros



modelos de cancer em camundongo (BARNET et al.,, 2019). No estudo de
Cullen et al. (2021) foi demonstrado evidéncias de uma ligacao entre isoformas
de PKC e a regressao do tumor apds administracdo intratumoral de derivados
do Tigilanol Tiglate (TT).

Figura 3. Estrutura quimica do composto bioativo longdaysina e do tigilanol tiglate.
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A maioria de farmacos inibidores de quinases envolvem as PKs
relacionadas as tirosina-quinases. Os alvos de farmacos sdo ABL (Abelson)
ligada a protooncogene ABL1, ligadas aos receptores do fator de crescimento
epidérmico 1 e 2 (EGFR 1 e ERBB2), do fator de crescimento endotelial
(VEGFRSs), fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento derivado

de plaquetas (PDGFRs), ao protooncogne c-Kit, ao carbono terminal de
proteinas citoplasmatica SRC, e alvo mecanistico da rapamicina (mTOR),
guinases dependentes de ciclinas (CDKs), entre outras (BHULLAR etal., 2018).
A pesquisa da modulacao farmacologica da atividade e inibicdo de
diferentes PKs é de extrema importancia no tratamento de tumores. As duas
principais abordagens utilizadas séo o desenvolvimento de anticorpos
monoclonais especificos capazes de se ligarem ao dominio extracelular das
PKs receptoras ou aos fatores e mediadores que se ligam a estes, e a
identificacdo de moléculas capazes de atuarem como inibidoras da atividade
catalitica no dominio quinase intracelular destas proteinas (AURORA e

SCHOLAR, 2005).
O enfoque farmacolégico baseado em moléculas de farmacos utilizados



na regulacéo da atividade das PKs baseia-se em moléculas ATP-miméticas ou
alostéricas capazes de inibir a atividade catalitica no seu dominio quinase
intracelular (FERRARA et al., 2005). A agéncia regulatéria norte-americana
Food and Drug Administration (FDA) aprovou 38 substancias que atuam como
inibidoras de diferentes PKs, e o mercado farmacéutico mundial desta classe
de farmacos observou expressivo crescimento, passando de US$ 28,1 bilhdes
em 2010 para US$ 40,3 em 2016, o que representa um crescimento anual de
6,7 %, em média (GLOBAL MARKETS, 2016).

O primeiro inibidor de PKs aprovado pelo FDA foi o imatinibe em 2001,
tendo sido inicialmente descoberto como inibidor da proteina Bcr-Abl (tirosina
guinase resultante dos genes Bcr e Abl). No entanto, atualmente é descrito
também como inibidor de PDGFR-a e e c-Kit (FDA, 2001; FDA, 2018). Os
compostos inibidores de tirosina quinases podem ser classificados como
inibidores reversiveis, que possuem subclassificagbes em tipos |, Il, lll ou IV de
acordo com seu sitio de ligacdo e modo de interagcdo no sitio catalitico ou
regides moleculares adjacentes a este sitio, ou ainda alostéricos na proteina,
se interacdes do tipo reversivel ou irreversivel (PAULI et al., 2018). Entre estes
podemos elencar a seguir os farmacos: imatinibe, sorafenibe e trametinibe,
exemplos dos tipos | a lll, de interacfes reversiveis, e o afatinibe, de ligacéo

irreversivel com as proteinas (Figura 4).

Figura 4. Estruturas quimicas dos compostos inibidores de tirosina quinase imatinibe,

sorafenibe, trematenibe e afatinibe.
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.No cenéario apresentado, algumas substancias inibidoras de
serina/treonina quinases também estdo disponiveis como farmacos
antitumorais. Entre estes se destacam os compostos aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA) duvelisibe inibidor de isoformas da fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K) e da ciclina dependente de quinase 6 (CDKG6) (Figura 5)
(ROCCA et al., 2014).

Figura 5: Estruturas quimicas dos compostos inibidores de serina/treonina quinases duvelisibe,

palbociclibe e silmitasertibe.
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Diversos compostos tém sido estudados com a finalidade de se obter
inibidores de CK2 com acao antitumoral. Entre estes citam-se derivados
antraguinonas, cumarinas, flavonas, benzoimidazois, pirazolo-triazinas, e de
aril- acidos carboxilicos (COZZA, 2017). Neste cenario, se destaca o
silmitasertibe (figura 5) que, atualmente, ha um estudo de Fase | em andamento
e dois estudos de Fase Il de silmitasertibe em andamento. Em dezembro de
2016, o silmitasertibe recebeu a designacédo de medicamento 6rfao pelo FDA
para o tratamento de colangiocarcinoma. Em julho de 2020, o silmitasertibe
recebeu a designacdo pelo FDA para Doenca Pedidtrica Rara (RPD)
meduloblastoma (TAIPEI e SAN DIEGO, 2020).

Os inibidores da CK2 diminuem a viabilidade das células cancerosas e
muitos inibidores de CK2 estdo disponiveis atualmente e, a maioria deles
pertence a classe | dos inibidores da quinase, ou seja, compostos capazes de
atingir diretamente o sitio de ligacdo do ATP (BESTGEN et al., 2019). A regiao
de ligacdo do ATP da CK2 isoforma a tem sido considerada como o local

ortostérico para projetar inibidores competitivos de ATP, como a antraquinona



derivada do benzimidazol, derivados triciclicos de quinolona e produtos
naturais. Infelizmente, ainda que varios inibidores competitivos de ATP de CK2,
com doses ativas variando de micromolar a nanomolar, tenham sido
descobertos, a maioria deles foi impossibilitado na sua capacidade de se
tornarem candidatos a farmacos promissores devido a sua especificidade mais
reduzida (CHEN et al., 2020).

A interacdo em sitio alostérico altera a conformacdo espacial destas
enzimas e, consequentemente, bloqueia o acesso aos sitios de ligagdo do ATP.
Por causar este episddio molecular este processo se torna promissor para ser
aplicado no planejamento de farmacos, principalmente para moléculas
consideradas pequenas (SILVA et al.,, 2009). Portanto, para superar as
deficiéncias gerais, a realizacdo de estudos e aplicacdo de metodologias
computacionais se apresentam como estratégias interessantes para identificar
os locais de acdo de inibidores ndo competitivos de ATP fora do sitio ativo
(CHEN et al., 2020).

Com o crescente conhecimento da estrutura da CK2 sozinha ou em
complexo com diferentes inibidores, em conjunto com o emprego de métodos
rapidos e otimizados de planejamento, descoberta e desenvolvimento de
farmacos auxiliado por computador, permite a racionalizacdo da modificacao
estrutural e se apresenta de particular relevancia no projeto de inibidores novos
de CK2 (COZZA, 2017).

Os derivados do 2-aminotiazol (Figura 6A) tém recebido uma atencéo
consideravel devido a sua diversa aplicacdo como uma estrutura privilegiada
na quimica medicinal e dentro da pesquisa na descoberta de farmacos. A
por¢cdo 2-aminotiazol consiste em um nucleo tiazol e um grupo amino, onde o
nucleo do tiazol € um heterociclo de cinco membros com enxofre e nitrogénio
nas posicoes 1, 3, que existe em muitos compostos bioativos, como na vitamina
tiamina B1, por exemplo. O grupo amino do 2-aminotiazol € um grupo funcional
ativo que pode ser ligado a muitos fragmentos quimicos por meio de diferentes
reacdes sintéticas (WAN, et al., 2020). Em vista de sua estrutura versatil, o 2-
aminotiazol foi amplamente modificado para construir diversos derivados com
excelentes atividades biolégicas. Segundo Wan et al. (2020), muitos agentes
com a porcdo 2-aminotiazol foram aprovados para comercializagédo. Entre

estes, a famotidina, um antagonista do receptor H2 da histamina, € usada para



curar Ulcera péptica e refluxo gastroesofagico, inibindo a secrecdo de suco
gastrico. Outro farmaco, o abafungin, um medicamento antifungico, é aplicado
na terapia de dermatomicoses. O cefdinir, um antibiotico de cefalosporina de
terceira geracao, pode ser usado para tratar pneumonia, bronquite cronica,
sinusite, faringite, tonsilite. Outro composto denomidado riluzol é um
medicamento aprovado para o tratamento da esclerose lateral amiotrofica com
a estrutura do 2- aminotiazol., que também mostrou efeitos anticancerigenos
promissores contra o cancer de mama, melanoma, glioma e cancer de prostata.
Recentemente, Bestgen etal. (2019) descobriram derivados de
aminotiazol como moduladores alostéricos de CK2, visando a interface entre a
hélice aC e a alca rica em glicina (G-alga), que € denominada de local 3.
Inibidores alostéricos da CK2 do chamado local 3 sdo menos utilizados entre
as familias de proteina quinase do que os do sitio de ligacdo de ATP, o que
geralmente fornece alta seletividade para a quinase de interesse. Portanto, uma
seletividade inicial pronunciada deve ser observada com um inibidor
direcionado a um sitio alostérico, antes mesmo da otimiza¢éo desse parametro.
Em estudo de relagbes estrutura-atividade foi determinado que o nucleo
aminotiazol e uma funcéo de acido carboxilico eram essenciais para a atividade
inibitéria (CHEN et al., 2020) desta classe de compostos. Ao combinar os
experimentos de analise de RMN (com descri¢cdo de diferenca de transferéncia
de saturacéo), analise mutacional de varredura de alanina, detec¢cdo baseada
em espectrometria de massas e docking molecular, os autores deste estudo
sugeriram que os derivados 2-aminotiazol tiveram predicdo de ligagdo com
interface localizada entre o G-loop e a-hélice. Esta interacdo ocorreria atraves
da formacgé&o de ponte salina (carboxilato com Lys74 e Lys77) ou interagdes
cation-m (anel de naftaleno com Lys71). ApGs a otimizacdo sistematica na
posicdo 4 e amina do nucleo de aminotiazol, alguns compostos foram
identificados por possuirem uma poténcia submicromolar contra a CK2a (I1Cso
de 0,6 yM) com efeitos pro-apoptoticos e anti-crescimento celular (CHEN et al.,
2020).
Também por Bestgen et al. (2019), descobriu-se derivados 2-
aminotiazois como moduladores alostéricos da CK2, que possuem interacéo
com a interface entre a a-hélice e a alca rica em glicina. No entanto, a maioria

dos moduladores alostéricos foram descobertos por experimento de triagem de



alto rendimento, devido a falta de compreensao abrangente sobre os locais e
mecanismos alostéricos. Conforme ocorreu o desenvolvimento de meétodos
computacionais de predigdo alostérica, incluindo triagem virtual baseada em
estrutura e avaliacdo das interacdes entre a proteina e a molécula, uma
abordagem computacional e experimental posterior a ser integrada, fornece
uma ferramenta importante no auxilio para a descoberta de novos inibidores
alostéricos (LI et al., 2020).

Em contrapartida, o estudo de Lindenblatt et. al. (2020), relatou que os
inibidores derivados do 2-aminotiazol ocupam a cavidade do ATP, onde a
isoforma da proteina cristalizada da CK2 utilizada por Bestgen et al. (2019)
possuia um ponto mutante, deixando-a diferente da CK2 humana que, dos seus
351 aminoacidos, a forma mutante possuia somente os 332 aminoacidos
iniciais. Além do estudo computacional, foi realizado um estudo de cinética
enzimatica, que foi essencial para a validacdo dos resultados encontrados.
Estes dois estudos apresentaram resultados diferentes e demonstram a
necessidade da realizagdo de pesquisas sobre a interagdo dos 2-aminotiazoéis
junto a CK2.

Em 2011, Mocaudel e colaboradores relataram a descoberta de
derivados de azonaftaleno (Figura 6B) como uma nova familia de inibidores de
CK2 altamente especificos. Primeiramente, demonstraram que a inibicdo de
CK2 (ICso de 0,4 uM) era altamente especifica, reversivel e ndo competitivo
com ATP. Experimentos de espalhamento de raios-X de pequeno angulo
mostraram que esta inibicao foi devido a grande mudanca conformacional de
CK2, isoforma a, apos a ligagcdo de esses inibidores com a proteina. Os autores
demonstraram que varios compostos analogos eram potentes para as células,
onde estes inibidores de CK2 promoveram a parada do ciclo celular de células
U373 de glioblastoma humano. Nos ensaios in vitro e in vivo 0S compostos
azonaftaleno mostraram redugéo de massa tumoral em 83%, enfatizando sua
eficacia contra esses resistentes a apoptose tumores. Do mesmo modo, 0s
derivados do azonaftaleno inativos na inbicdo da CK2 ndo mostraram efeito na
formacdo de colbnias e ensaios de regressdo tumoral, o que indica a
importancia da inibicdo desta proteina. Estes trabalhos ilustram a emergéncia
do estudo de inibidores nado classicos de CK2, uma vez que fornecem

oportunidades interessantes para o desenvolvimento de novos inibidores



alostéricos de CK2.

Figura 6: Estruturas quimicas dos compostos derivado do 2-aminotiazol (A) e derivado do

azonaftaleno (B).
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4.5. Modelagem molecular

A modelagem molecular de estruturas quimicas de compostos organicos
e proteinas € considerada pela International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) como um modelo de investigacdo de estruturas e de
propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizacao grafica (CARVALHO et al., 2001).

A modelagem molecular, através do emprego de programas
computacionais e banco de dados, € uma importante ferramenta para a
descoberta, planejamento e desenvolvimento de compostos bioativos e
farmacos. As informacdes e os resultados fornecidos por estas ferramentas
permitem uma avaliacéo das propriedades fisico-quimicas de compostos e sua
influéncia sobre a atividade biolégica de uma ou série de moléculas de
interesse. Esta metodologia permite a deteccao e a determinacao quantitativa
de informacdes que podem influenciar na interacado entre um composto e seu
receptor, ou interferir no desenvolvimento de acéo bioldgica (GUIDO et al.
2010; CARVALHO et al., 2001).

A pesquisa de novos compostos bioativos baseia-se em duas
estratégias principais: Indireta e direta. A indireta € usada para se estudar a
estrutura dos compostos, principalmente, e se a molécula alvo ndo é

conhecida. Assim, informacBes sobre determinadas atividades bioldgicas,



caracteristicas estruturais e propriedades fisico-quimicas podem ser utilizadas
para se obter informacdes que permitam aperfeicoar sua obtencdo ou mesmo
a sua atividade bioldgica. Entre as principais caracteristicas de uma molécula
gue podem influenciar a atividade biolégica se destacam os descritores de
propriedades estereoeletrbnicas, como: volume molecular, potencial
eletrostatico molecular, densidade eletronica, energia e coeficiente dos
orbitais de fronteira HOMO e LUMO, energia de ionizacdo, ordem de ligagéo
e momento de dipolo, grupos aceptores e doadores de ligagao de hidrogénio,
e de hidrofobicidade, como presenca de grupos hidrofébicos e o coeficiente
de particdo (BARREIRO, 1997).

A estratégia direta considera um alvo biolégico conhecido e suas
caracteristicas tridimensionais, que podem ser enzima ou receptor,
relacionado com a disfuncdo que se quer estudar, e a analise do complexo
formado entre ligante e este alvo, identificando-se possiveis sitios
preferenciais de ligacdo e principais modos de interacdo. Estes dados
permitem propor modificacbes especificas na estrutura do ligante, com o
objetivo de aumentar a afinidade e especificidade ao alvo (VAN GUNSTEREN,
1994; AJAY & MURCKO, 1995).

No estudo de farmacéfaro pode ser empregado tanto a estratégia direta
guanto a indireta, utilizando ou ndo o modelo 3D do alvo molecular. De acordo
com a definicdo oficial da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), farmacoforo € definido como o conjunto de caracteristicas
eletrdbnicas e estéricas necessérias para garantir uma interacdo
supramolecular 6tima em um alvo biol6gico especifico e, deste modo,
desencadear ou impedir uma resposta biolégica. Quando usado na estratégia
direta, uma das formas mais comuns de construcdo de um farmacoforo € por
meio da sobreposi¢cao da estrutura de compostos com 0 mesmo mecanismo
de ac¢ao e alvo (WERMUTH, 2003).

Assim como o estudo de farmacofaro, a triagem virtual também pode
ser baseada tanto na estratégia direta quanto na indireta, que seriam a triagem
baseada na estrutura do alvo molecular e a triagem baseada em ligantes,
respectivamente. O estudo baseado na estrutura do alvo molecular considera
a estrutura tridimensional (3D) deste alvo, utilizando como estratégia principal

os calculos de docagem para selecéo de compostos ligantes potenciais, com



caracteristicas quimicas, eletronicas e estruturais que favorecem interacdes
com algum sitio ligante do alvo molecular. O planejamento de compostos com
potencial atividade com base na estrutura do alvo molecular é uma das
estratégias mais robustas para a descoberta de novos candidatos a farmacos,
capaz de contribuir em todo o processo, desde a analise da estrutura 3D do
alvo terapéutico até a otimizacao das interacdes moleculares e propriedades
farmacocinéticas destes compostos (TAFT et al., 2008) Ja o estudo baseado
no ligante utiliza compostos organicos com atividade biolégica conhecida,
atuando como moldes para a triagem em bases de dados de novos compostos
com algum nivel de similaridade, compartilhando com estes moldes a mesma
atividade bioldgica. Assim, compostos sdo selecionados de acordo com o0s
mais variados métodos de similaridade molecular e farmacoforica,
direcionados por relagcdes entre propriedades estruturais e atividade biologica
(ECKERT e BAJORATH, 2006; SHOICHET, 2004)

O estudo de ancoramento ou docking molecular € aquele que melhor
exemplifica a estratégia direta. Essa técnica fornece estimativas da energia
livre de ligacéo entre a proteina e o ligante, antes mesmo que esses sejam
sintetizados. A partir do docking molecular sdo obtidas diferentes
conformacdes espaciais do ligante, possibilitando ao analista identificar qual
dentre estas é a mais provavel de estar presente na interacado ligante-alvo. E
a partir de cada conformacédo espacial séo obtidas energias livre de ligacéo,
onde a menor energia € considerada a mais provavel para justificar a
conformacéao da interacao (KITCHEN et al., 2004).

O estudo de busca de cavidades analisa cavidades de ligacdo nas
superficies das proteinas que sdo importantes para a funcdo destas, ja que
geralmente sdo os locais em que uma proteina se liga a outras
macromoléculas bioldgicas, como acidos nucléicos, ou pequenas moléculas,
como farmacos. A deteccdo computacional de cavidades proteicas tem sido
considerada uma etapa importante para achados funcionais de proteinas e o
design de drogas com base na estrutura (ZHENG et al., 2013). Também é
crucial caracterizar as cavidades de ligacdo detectadas para compreender 0s
principios da ligagdo molecular (NISIUS e GOHLKE, 2012).

7

Outra ferramenta importante utilizada neste trabalho € o estudo de



predicdo, onde diversos softwares ou servidores online sdo capazes de
predizer, com grau elevado de confiabilidade, diversas propriedades e
caracteristicas de compostos, sem a necessidade de se realizar experimentos
“in vitro” ou ‘in vivo”, especialmente como estratégia de filtragem de compostos
potencialmente problematicos. (CARLSON et al.,, 1999). Os programas
comparam estruturalmente cada regido da molécula com informacdes contidas
em seus bancos de dados. Dessa forma, € possivel prever, por exemplo, que
determinado grupo quimico pode ser hepatotdxico, ou que outro tem maior
probabilidade de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE) (MARCHANT et
al., 2008).



5. MATERIAS E METODOS

5.1. Escolha da proteina e busca de cavidades

Os modelos da estrutura molecular da CK2 em 3D (3PE1, 5KUS8, 4UB7
e 6TEI) foram retirados do site Protein Data Bank (PDB) disponivel em:

<http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do> no formado .pdb. para a realizagao

dos estudos de busca de cavidades, obtencdo de Farmacoéfaro e ancoramento
molecular.

A plataforma online CavityPlus web server foi utilizada para identificar as
cavidades existentes nos modelos de proteinas estudados, possibilitando a
obtencéo das caracteristicas druggable e seus respectivos sitios de ligagdo. Na
primeira etapa, os modelos de proteina 3D foram baixados usando o site
Protein Data Bank (PDB). Os residuos de aminoacidos que constituem a
estrutura molecular das cavidades foram identificados nesta etapa. Os
parametros utilizados foram: Separated min depth: 8 A, Max abstract limit:
1.500 A3, Separate max limit: 6.000 A3, Min abstract depth: 2 A, Limit the
minimum value: 100 A3, Limit the minimum score: 1.5. O software utiliza dados
de afinidade de ligacdo experimental maxima com conjunto de dados PDBBIind
para prever a pontuacdo da cavidade (Pred Max pKd), o pKdAve que é a
afinidade de ligacdo média do bolso associado e um drugcore. As saidas
CAVITY podem empregadas em outros aplicativos do Cavity como o
CavPharmer, CorrSite e CovCys. Recursos de farmacoforo podem ser
calculados com o uso do CavPharmer, como centro hidrofobico, doador e
aceitador de ligacdes de hidrogénio, pontos centrais positivos e negativos e
excluem volume (XU et al. 2018). O CorrSite permite a identificacdo da
localizacdo de sites permitidos e o CovCys é usado para analisar cisteinas
modificadas covalentemente. Ambas as ferramentas foram utilizadas em
resultados para bolsdes de proteinas de maior druggability 3D para fins de
verificacdo se o0s sitios ativos tém potencial de serem alvo de compostos

bioativos.

5.2. Desenho, otimizacdo e escolha dos compostos


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Os compostos utilizados neste estudo foram achados a partir da
literatura, tendo relato de sua acado inibidora na proteina quinase CK2. O
programa computacional Spartan for Windows, versédo 08, Wavefunction, Inc.
USA, foi empregado para o desenho, a otimizacdo de geometria molecular da
estrutura. Estas propriedades serdo determinadas com o emprego dos métodos
semi-empirico AM1 e empirico teoria do funcional de densidade (DFT) e
parametro Becke 3 Lee-Yang-Parr (B3LYP) com o emprego de base de dados
tedricos 6-31G*. A estrutura quimica otimizada foi salva em formatos pdb e
mol2 para uso posterior em outros softwares.

A escolha dos compostos a serem estudados nas préximas etapas
baseou-se na predicédo de atividade biologica dos compostos, que foi realizada
pelo calculo de similaridade quimica 2D, através da plataforma online Self
Ensemble Approach (SEA), fornecido pelo Laboratério Shoichet do
Departamento de Quimica Farmacéutica da Universidade da California, San
Francisco (UCSF). Os compostos que ndo apresentaram efeito toxico e valor
positivo de druglikeness nesta etapa foram submetidos a pesquisa de predigédo
de atividade biol6gica utilizando a abordagem de conjunto de similaridade
(SEA, http://sea.bkslab.org/). O servidor web SEA compara alvos de proteina
considerando similaridades estatisticas de Tanimoto 2D calculadas entre seus
ligantes. Os cédigos Smiles das moléculas com atividade teérica sobre a CK2
positiva foram utilizadas para esta avaliacao.

5.3. Estudo de Farmacoé6faro

a) Farmacéforo com o uso de LBDD

O conjunto de compostos inibidores da CK2 foi submetido a analise de
farmacéforo com o emprego de software Pharmagist, disponivel para uso na
internet  (<http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/pharma/index.html>) (SCHNEIDMAN-
DUHOVNY et al., 2008). As estruturas em 3D, em extensao de formato digital
Sybyl mol.2, foram alinhadas com o emprego do sofware Spartan for Windows,
e foram agrupadas em arquivo Unico (caracterizada como uma lista de

moléculas) e inseridas no Pharmagist. Para o calculo do farmacoforo foi


http://sea.bkslab.org/)
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escolhida a molécula mais ativa da série como estrutura lider, “pivot”, utilizada
como referéncia para alinhamentos de medidas farmacoforicas. Foram
inseridos os filtros de efeito doador ou aceptor de hidrogénio, anion ou cétion e
anel aromatico utilizado, onde os valores selecionados foram de 5 a 20 para o
namero de farmacoéforos de saida; 3 a 10 para 0 numero minimo de
caracteristicas farmacoforicas; 0 a 3,0 para anel aromatico, 1,0 para carga
(anion/cétion), 0 a 1,5 para ligacdes de hidrogénio (aceptor/doador) e 0 a 0,3
para hidrofobicidade em relacdo aos coeficientes caracteristicos; e 0 a 100,0
para peso caracteristico. Os melhores resultados foram salvos no formato Sybyl
mol.2 para analise e também para ser empregados nos estudos de triagem

virtual.

b) Farmacdforo com o uso de SBDD

A estrutura cristalina da proteina quinase CK2 complexada com
inibidores (PDB ID: 4UB7) foi usada para gerar um farmacoéforo do inibidor de
peptideo usando Pharmit (SUNSERI e KOES, 2016). Pharmit é um servidor
online para gerar um farmacoforo editdvel com base no complexo proteina-
ligante usando interacdes do tipo aceptor e doador de ligacdo de hidrogénio,
idnica, hidrofobica, e aromaticidade. As medidas farmacoforicas e suas
descri¢cbes de diametro em Angstrons e as coordenadas espaciais podem ser
sugeridos pelo programa de acordo com o seu banco de dados ou inseridas pelo
pesquisador. Estes dados sao utilizados pelo programa computacional para a

triagem virtual em varios bancos de dados.

5.4. Triagem virtual

A triagem virtual com o farmacoéforo obtido via LBDD ocorreu com o
emprego de website ZincPharmer e a base de dados associada a este site
(http://zincpharmer.csb.pitt.edu/). Os dados dos farmacoforos obtidos pelo
Pharmagist serdo inseridos em software em website do Zinc e para fins da
realizacédo deste estudo. Ao abrir o programa foram escolhidos os filtros “Max
Hits per Conf”, “Max Hits per Mol”, “Max Total de Hits”, “Max RMSD”, “Molecular
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Weight”, e “Rotatable Bonds” com intervalos de 0 a 200 para “Max Hits per
Conf” e “Max Hits per Mol”; 0 a 100 para “Max Total de Hits; 0 a 1.0 para “Max
RMSD”, 0 a 500 para “Molecular Weight” e 3 a 10 “Rotatable Bonds”, para a
realizagéo da triagem virtual. Os resultados foram expressos em uma tabela
de acordo a similaridade com outras moléculas do banco de dados (em torno
de

22.000.000 moléculas), e sdo expressas a partir de menores valores de 0.09
de desvio (RMSD).

A triagem virtual com o farmacoforo obtido via SBDD ocorreu com o
emprego do software Pharmit, onde foram aplicadas medidas de farmacéforo
sugerido pelo programa e seu emprego para triagem em bancos de dados de
pequenas moléculas digitais. Os bancos utilizados foram o ChemBL 25
(23.136.925 conférmeros de 1.752.844 moléculas), ZINC 123.399.574
conférmeros de 13.190.317 moléculas), PubChem (450.708.705 conférmeros
de 93.067.404 moléculas), Dud-E SRC Benchmark (509.608 conférmeros de
34.966 moléculas) e medicamentos aprovados pela FDA (17.471 conférmeros
de 1.677 moléculas). Os filtros usados foram reducéo de acerto, com acertos
maximos por conformador e por molécula e acertos totais maximos de 50, e
triagem de acertos com conjunto de peso molecular de 5 - 500 Daltons, ligagdes
rotacionais de O - 4, logaritmico do coeficiente de particdo (logP) de -1,0 a 4,0,
area de superficie polar (PSA) de 30-140, aceptor de ligacdo de hidrogénio
(HBA) de 1 - 5 e doador de ligacéao de hidrogénio (HBD) 1 - 10, respectivamente.
Este software permitiu a minimizacao dos resultados gerados pelo emprego de
docking junto a estrutura da proteina e do farmacoforo estudado a partir do uso
de Autodock Vina Scoring Function (metodologia de descida do gradiente na
superficie de energia). Estes resultados envolvem a consulta inicial de pose

alinhada e aplicacéo de funcionalidade smina (KOES et al., 2018).

5.5. Predicdo de toxicidade e predicao de atividade Biologica

Os compostos gerados por estudos de triagem virtual foram submetidos
a previsdo de toxicidade computacional por meio do software Osiris Property
Explorer (Actelion Pharmaceuticals Ltd, Allschwil, Suica, CH), que calcula o

estudo tedrico de toxicidade (por meio de efeitos mutagénicos, tumorigénicos e



irritantes, além de impactos sobre o sistema reprodutivo) e também a
propriedade “druglikeness” de compostos bioativos.

A predicdo de atividade biologica dos compostos foi realizada pelo
calculo de similaridade quimica 2D, através da plataforma online Self Ensemble
Approach (SEA), fornecido pelo Laboratorio Shoichet do Departamento de
Quimica Farmacéutica da Universidade da Califérnia, San Francisco (UCSF).
Os compostos que nao apresentaram efeito toxico e valor positivo de
druglikeness nesta etapa foram submetidos a pesquisa de predicdo de
atividade biolégica utilizando a abordagem de conjunto de similaridade (SEA,
http://sea.bkslab.org/). O servidor web SEA compara alvos de proteina
considerando similaridades estatisticas de Tanimoto 2D calculadas entre seus
ligantes. Os codigos Smiles das moléculas com atividade tedrica sobre a CK2

positiva foram utilizadas para esta avaliagcao.

5.6. Analise de ancoramento molecular (Docking)

O estudo de ancoramento molecular foi realizado pelo software
iGemdock 2.1 (BioXGEM, TW), onde é feita uma analise de interacdo entre os
compostos estudados e os obtidos pela triagem molecular e estruturas
cristalizada da proteina CK2, PDB ID: 3PE1; 5KU8; 4UB7, retirada do banco
de dados online Protein Data Bank (PDB). As estruturas 3D foram submetidas
a remocdo de 4gua e adicdo de hidrogénios polares por meio do software
Autodock Tools 1.5.6 (MORRIS et al.,, 2009). Os calculos de docking foram
realizados utilizando parametros de algoritmo genético (GA) escolhidos para
tamanho da populacdo, geracdo e numero de solu¢cdes como 200, 70 e 3,
respectivamente, uso de célculo de docking padréo, funcdo de pontuacédo de
Gemdock hidrofébica e eletrostatica (de preferéncia 1. 1), e aplicacdo das
funcdes estrutura total da proteina (estrutura completa do receptor) e sitio de
ligacao do ligante.

O fluxograma de ferramentas computacionais utilizadas neste trabalho &

demonstrado pela Figura 7.


http://sea.bkslab.org/)

Figura 7: Fluxograma de procedimentos utilizados na busca de inibidores potenciais da CK2.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados a partir dos
estudos de modelos computacionais da proteina CK2 e de conjuntos de
moléculas inibidoras desta proteina. Neste contexto os resultados e as
discussOes estao descritos a seguir.

6.1. Escolha da proteina e busca de cavidades

Existe uma longa e crescente lista de estruturas cristalinas de proteinas

disponiveis para download na plataforma online Protein Data
Bank, https://www.rcsb.org. Estas proteinas-alvo sdo utilizadas em estudos

computacionais na busca de novos candidatos a farmacos, especialmente, no
caso desse trabalho, antitumorais potenciais com acao inibitoria da CK2. Até este
momento, estdo disponiveis 347 estruturas cristalizadas da proteina quinase
CK2 neste banco de dados, com variacdo da data de depdsito, métodos de
obtencado de dados, resolucédo, valores de validade, presenca de unidades alfa,
isolada ou junto com a alfa’, ou ainda contendo as subunidades 3, ou em forma
de holoenzima em sua estrutura.

Vérios sitios de interacdo tém sido propostos para atuacao de compostos
bioativos na proteina CK2 (LINDENBLATT et al., 2020; BEGSTEN et al., 2019;
PRUDENT e COUCHET, 2009). No entanto, tem-se observado na literatura uma
grande dificuldade em distinguir o local exato do sitio alostérico da proteina CK2.
Begsten et al. (2019) demonstrou em seu estudo que os compostos derivados
de 2-aminotiazol ndo deslocavam o composto CX-4945 em estudos de
STD/NMR (Diferenca de transferéncia de saturagdo/Ressonancia magnética
nuclear), em vez disso, ele se ligou além do CX-4945, fora do local do ATP e, de
acordo com fatores atbmicos de STD, com seu anel fenila enterrado em uma
cavidade adjascente. Porém, neste estudo, os experimentos de co-cristalizacdo
da proteina falharam, faltando assim as estruturas cristalinas complexas da CK2
com o derivado do 2-aminotiazol no sitio considerado alostérico.

Lindenblatt et al. (2020) visaram complementar os estudos de Begsten et

al., usando um novo procedimento para determinar estruturas cristalinas de
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resolucéo atbmica de complexos inibidor de CK2 via saturacao de cristal, em vez

de co-cristalizacdo. Mas em seu estudo inesperadamente os compostos
derivados de 2-aminotiazol ocuparam a regido molecular do sitio ativo ATP e nédo
no sitio alostérico com quatro estruturas cristalinas da proteina CK2, o que foi
demonstrado a partir da analise da proteina e dos modelos computacionais
codigos PDB: 6TEU, 6TEW, 6TE2 e 6TEI. Estas informacdes sao contraditorias
e demonstram a necessidade de estudos mais aprofundados com proteinas da
CK2, dos sitios de interacdo e de ligantes candidatos a inibidores desta proteina.

A escolha das estruturas cristalinas da proteina CK2 utilizadas neste
trabalho foi fundamentada em revisdo de literatura, onde os principais dados
foram avaliados de acordo com a sequéncia de aminoacidos de referéncia e
dados experimentais e de validacdo da estrutura da proteina, disponiveis no
banco de dados Protein Data Bank (PDB).

Deste modo, foram obtidos os modelos de estruturas moleculares da
proteina alvo, com os codigos PDB: 3PE1, 4UB7, 5KU8 e 6TEI. Sendo o primeiro
referente a estrutura cristalina da subunidade alfa da CK2 em complexo com o
inibidor CX-4945, o segundo fornecendo uma estrutura cristalina da CK2
complexada com 2- (aminometil)ciclopropil-5-[[3-ciano-7-
(ciclopropilamino)pirazol[1,5-pirimidin-5-ilJamino] fenil-etanamida, e o terceiro
modelo & estrutura cristalina da subunidade alfa da CK2 em complexo com 4'-
carboxi-6,8-bromo-flavonol (FLC26). O quarto modelo foi uma estrutura cristalina
da subunidade alfa da CK2 complexada com um derivado de 2-
aminotizol.

O site Cavity Plus web server disponivel online

no sitio eletrénico http://www.pkumdl.cn/cavityplus/ possibilita a determinacéo e a

visualizacdo de todas as cavidades existentes na proteina, bem como permite
reconhecer o0s escores (ranqueamento) de cada cavidade, acesso aos
aminoacidos pertencentes a estas. O software Cavity Plus implementa um
meétodo baseado em geometria para deteccdo e analise de sitios de ligantes e
permite a determinacdo quantitativa de um ranqueamento de valores de
cavidade para provavel interacdo com compostos e a druggability
(ligandabilidade) de um sitio de ligacdo molecular. O valor de ligandabilidade
representa a possibilidade de ligantes interagirem com uma cavidade. Neste

contexto, a pontuacao é influenciada pelo volume da cavidade, tamanho do labio
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da bolsa, volume hidrofdbico, area de superficie da cavidade e area de superficie
de formacgéo de ligacdo de hidrogénio

A partir destes estudos, esses dados fornecem auxilio para a escolha, ou
descarte de cavidades que ndo possuem capacidade de serem submetidas a
interacdes com farmacos, ou seja, que ndo contém caracteristicas “similares a
farmacos” (druggable).

Os resultados da busca de cavidades realizado neste trabalho para os
modelos 3D de proteinas escolhidas sdo demonstrados na Tabela 1. Os residuos
de aminoacidos encontrados foram analisados junto as demais etapas deste
trabalho, onde é possivel a ocorréncia da confirmacdo da interacdo dos
compostos com a proteina alvo através da observacdo da similaridade dos
residuos, revelando que as cavidades de maior escore, consideradas

“druggable” serdo o local de encaixe.

Tabela 1. Resultados da busca de cavidade de modelos 3D da proteina CK2.

Modelo de Modelo de Pred.Max pkd Pred.Avg pkd Escore Druggability
Proteina cavidade

3PE1 1 11,89 6,69 820,00 Strong
5KU8 1 10,57 6.94 3983,00 Strong

3 11,40 6,99 1137,00 Strong

4 11,54 6,93 1331,00 Strong

4uB7 4 11,54 6.93 1331,00  Strong
6TEI 1 11,29 6,49 957,00 Strong
11.23 6.99 2088.00 Strong

11.64 6,88 1871,00 Strong

a) Modelo 3PE1

Os resultados encontrados para a proteina CK2 PDB ID: 3PE1 foram de
15 cavidades, sendo apenas uma considerada como druggable forte,
demonstrada na Figura 8.

A cavidade considerada druggable encontrada no modelo 3PE1l



apresentou os seguintes residuos de aminoacidos ARG:43:A, LYS:44:A,
LEU:45:A, GLY:46:A, ARG:47:A, GLY:48:A, LYS:49:A, TYR:50:A, SER:51:A,
GLU:52:A, VAL:53:A, PHE:54:A, GLU:55:A, LYS:64:A, VAL:65:A, VAL:66:A,
VAL:67:A, LYS:68:A, LEU:70:A, LYS:71.:A, VAL:73:A, LYS:77:A, ILE:78:A,
ARG:80:A, GLU:81:A, LEU:85:A, ILE:95:A, THR:96:A, LEU:111:A, PHE:113:A,
GLU:114:A, HIS:115:A, VAL:116:A, ASN:117:A, ASN:118:A, THR:119:A,
ASP:120:A, PHE:121:A, LYS:122:A, GLN:123:A, ARG:155:A, ASP:156:A,
LYS:158:A, PRO:159:A, HIS:160:A, ASN:161:A, MET:163:A, ARG:172:A,
LEU:173:A, ILE:174:A, ASP:175:A, TRP:176:A, GLY:177:A, LEU:178:A,
ALA:179:A, ARG:191:A, VAL:192:A, ALA:193:A, SER:194:A, ARG:195:A,
LYS:198:A. Destes, 8 residuos de aminoacidos estdo em concordéancia com os
descritos na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que demonstrou em seu
estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da proteina CK2 complexada
com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em contrapartida, 9 destes
residuos de aminoacidos estdo em concordancia com o estudo de Bestgen et al.
(2019), sugerindo que ambos os sitios ativo e alostérico podem estar localizados
nesta cavidade. Além disto, esta cavidade apresentou 6 locais com Z-score
maior que 0,5, significando 6 locais com possivel alosterismo.

Figura 8: Representagao da proteina PDB: 3PE1 em azul claro e a cavidade molecular druggable

forte em modelo tubo (imagem do CavityPlus).




b) Modelo 5KU8

Os resultados obtidos para o modelo 5KU8 foram de 20 cavidades, sendo
apenas trés consideradas como forte druggable, que sdo demonstradas na
Figura 9.

Para o modelo 5KU8, a primeira cavidade considerada druggable
encontrada apresentou 0s seguintes residuos de aminoacidos LYS:44:A,
LEU:45:A, GLY:46:A, ARG:47:A, GLY:48:A, LYS:49:A, TYR:50:A, SER:51:A,
GLU:52:A, VAL:53:A, PHE:54:A, VAL:66:A, VAL:67:A, LYS:68:A, ILE:69:A,
LEU:70:A, LYS:71:A, PRO:72:A, VAL:73:A, LYS:74:A, LYS:77:A, ILE:78:A,
ARG:80:A, GLU:81:A, LEU:85:A, ILE:95:A, THR:96:A, LEU:111:A, PHE:113:A,
GLU:114:A, HIS:115:A, VAL:116:A, ASN:117:A, ASN:118:A, THR:119:A,
ASP:120:A, PHE:121:A, LYS:122:A, GLN:123:A, LEU:124:A, TYR:125A,
GLN:126:A, THR:127:A, LEU:128:A, ILE:133:A, HIS:154:A, ARG:155:A,
ASP:156:A, LYS:158:A, PRO:159:A, HIS:160:A, ASN:161:A, VAL:162:A,
MET:163:A, ARG:172:A, LEU:173:A, ILE:174:A, ASP:175:A, TRP:176:A,
GLY:177:A, LEU:178:A, ALA:179:A, ASN:189:A, VAL:190:A, ARG:191:A,
VAL:192:A, ALA:193:A, SER:194:A, ARG:195:A, TYR:196:A, PHE:197:A,
LYS:198:A, LEU:202:A, LEU:203:A, ASP:205:A, CYS:220:A, MET:221:A,
ALA:223:A, SER:224:A, MET:225:A, ILE:226:A, PHE:227:A, ARG:228:A,
LYS:229:A, GLU:230:A, PRO:231:A, PHE:232:A, HIS:234:A, HIS:236:A,
ASP:237:A, ASN:238:A, TYR:239:A, PHE:284:A, HIS:286:A, SER:287:A,
GLU:288:A, ASN:289:A, HIS:291:A, LEU:292:A, PRO:20:B, ARG:21:B,
GLU:22:B, TYR:23:B, TRP:24:B, ASP:25:B, TYR:26:B, GLU:27:B, SER:28:B,
HIS:29:B, VAL:30:B, VAL:31:B, GLU:32:B, TRP:33:B, GLY:34:B, ASN:35:B,
GLN:36:B, ASP:37:B, ASP:38:B, TYR:39:B, ASN:58:B, ILE:59:B, THR:60:B,
LEU:70:B, LYS:71:B, PRO:72:B, VAL:73:B, LYS:74:B, LYS:75:B, LYS:76:B,
LYS:77:B, ILE:78:B, LYS:79:B, ILE:82:B, LYS:83:B, LEU:85:B, GLU:86:B,
ASN:87:B, ILE:100:B, VAL:101:B, LYS:102:B, ASP:103:B, PRO:104:B,
VAL:105:B, SER:106:B, ARG:107:B, THR:108:B, PRO:109:B (sendo A para
subunidade alfa e B para beta). Destes, 8 residuos de aminoacidos estdo em
concordancia com os achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que

demonstrou em seu estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da proteina



CK2 complexada com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em
contrapartida, 11 destes residuos de aminoacidos estdo em concordancia com
o0 estudo de Bestgen et al. (2019), sugerindo que ambos os sitios ativos e
alostérico podem estar localizados nesta cavidade. Esta cavidade apresentou 4
locais que possuem Z-score maior que 0,5 indicando, assim, possivel local de
alosterismo.

A segunda cavidade considerada drogavel forte encontrada no modelo
5KU8 apresentou os seguintes residuos de aminoacidos ARG:43:B, LYS:44:B,
LEU:45:B, GLY:46:B, ARG:47:B, GLY:48:B, LYS:49:B, TYR:50:B, SER:51:B,
GLU:52:B, VAL:53:B, PHE:54:B, GLU:55:B, LYS:64:B, VAL:65:B, VAL:66:B,
VAL:67:B, LYS:68:B, ILE:69:B, LEU:70:B, LYS:71:B, PRO:72:B, VAL:73:B,
LYS:74:B, LYS:77:B, ILE:78:B, ARG:80:B, GLU:81:B, LEU:85:B, ILE:95:B,
THR:96:B, LEU:111:B, PHE:113:B, GLU:114:B, HIS:115:B, VAL:116:B,
ASN:117:B, ASN:118:B, THR:119:B, ASP:120:B, PHE:121:B, LYS:122:B,
TYR:125:B, ARG:155:B, ASP:156:B, LYS:158:B, PRO0:159:B, HIS:160:B,
ASN:161:B, VAL:162:B, MET:163:B, ILE:164:B, ARG:172:B, LEU:173:B,
ILE:174:B, ASP:175:B, TRP:176:B, GLY:177:B, LEU:178:B, ALA:179:B,
ASN:189:B, ARG:191:B, VAL:192:B, ALA:193:B, SER:194:B, ARG:195:B,
TYR:196:B, PHE:197:B, GLU:230:B, PRO:231:B. Da mesma forma como
demonstrado para a cavidade anterior, 8 residuos de aminoacidos estdo em
concordancia com os achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que
demonstrou em seu estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da proteina
CK2 complexada com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em
contrapartida, 11 destes residuos de aminoacidos estdo em concordancia com
o estudo de Bestgen et al. (2019), sugerindo que ambos os sitios ativos e
alostérico podem estar localizados nesta cavidade. Esta cavidade apresentou 4
locais que possuem Z-score maior que 0,5 indicando, assim, possivel local de
alosterismo.

A terceira cavidade considerada druggable forte encontrada no modelo
5KU8 apresentou os seguintes residuos de aminoacidos ARG:43:B, LYS:44:B,
LEU:45:B, GLY:46:B, ARG:47:B, GLY:48:B, LYS:49:B, TYR:50:B, SER:51:B,
GLU:52:B, VAL:53:B, PHE:54:B, GLU:55:B, VAL:65:B, VAL:66:B, VAL:67:B,
LYS:68:B, ILE:69:B, LEU:70:B, LYS:71:B, PRO:72:B, VAL:73:B, LYS:74:B,
LYS:76:B, LYS:77:B, ILE:78:B, LYS:79:B, ARG:80:B, GLU:81:B, LEU:85:B,



ILE:95:B, THR:96:B, LEU:111:B, PHE:113:B, GLU:114:B, HIS:115:B,
VAL:116:B, ASN:117:B, ASN:118:B, THR:119:B, ASP:120:B, PHE:121:B,
LYS:122:B, TYR:125:B, ARG:155:B, ASP:156:B, LYS:158:B, PRO:159:B,
HIS:160:B, ASN:161:B, VAL:162:B, MET:163:B, ILE:164:B, ARG:172:B,
LEU:173:B, ILE:174:B, ASP:175:B, TRP:176:B, GLY:177:B, LEU:178:B,
ALA:179:B, GLU:180:B, TYR:188:B, ASN:189:B, VAL:190:B, ARG:191:B,
VAL:192:B, ALA:193:B, SER:194:B, ARG:195:B, TYR:196:B, PHE:197:B,
LYS:198:B, TYR:209:B, GLU:230:B, PRO:231:B, GLY:235:B, HIS:236:B,

ASN:238:B. Destes, também foram encontrados 8 residuos de aminoacidos
estdo em concordancia com os achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020),
gue demonstrou em seu estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da
proteina CK2 complexada com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em
contrapartida, 11 destes residuos de amino4cidos estdo em concordancia com
0 estudo de Bestgen et al. (2019), sugerindo que ambos os sitios ativos e
alostérico podem estar localizados nesta cavidade. Esta cavidade apresentou 3
locais que possuem Z-score maior que 0,5 indicando, assim, possivel local de

alosterismo.

Figura 9: Representagdo da proteina PDB: 5KU8 em azul claro e verde, e as trés cavidades
moleculares druggable forte em tubos, a primeira cavidade
a esquerda e a segunda ao centro e a terceira a esquerda, numeradas pelo score (imagens do

CavityPlus).

Embora 3 cavidades tenham sido identificadas como forte druggable a

primeira foi apresentou maior valor de ranqueamento (escores) e se apresenta

como a mais promissora para o estudo de interacdo com moléculas bioativas.



c) Modelo 4UB7

O modelo PDB ID: 4UB7 apresentou 20 cavidades, sendo considerada
apenas uma como druggable forte (figura 10). Esta cavidade encontrada no
modelo 3PE1 apresentou a cavidade constituida com os seguintes residuos de
aminoacidos ARG:43:A, LYS:44:A, LEU:45:A, GLY:46:A, ARG:47:A, GLY:48:A,
LYS:49:A, TYR:50:A, SER:51:A, GLU:52:A, VAL:53:A, PHE:54:A, GLU:55:A,
LYS:64:A, VAL:65:A, VAL:66:A, VAL:67:A, LYS:68:A, ILE:69:A, LEU:70:A,
LYS:71:A, PRO:72:A, VAL:73:A, LYS:74:A, LYS:77:A, ILE:78:A, ARG:80:A,
GLU:81:A, LEU:85:A, ILE:95:A, THR:96:A, LEU:111:A, PHE:113:A, GLU:114:A,
HIS:115:A, VAL:116:A, ASN:117:A, ASN:118:A, THR:119:A, ASP:120:A,
LYS:122:A, GLN:123:A, LEU:124:A, ASP:156:A, LYS:158:A, HIS:160:A,
ASN:161:A, MET:163:A, ILE:164:A, ASP:165:A, ARG:172:A, LEU:173:A,
ILE:174:A, ASP:175:A, TRP:176:A, GLY:177:A, LEU:178:A, ALA:179:A,
SER:194:A. Destes, 7 residuos de aminoacidos estdo em concordancia com os
achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que demonstrou em seu
estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da proteina CK2 complexada
com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em contrapartida, 11 destes
residuos de aminoacidos estdo em concordancia com o estudo de Bestgen et al.
(2019), sugerindo que ambos os sitos ativo e alostérico podem estar localizados
nesta cavidade. Esta cavidade apresentou 4 locais que possuem Z-score maior

gue 0,5 indicando, assim, possivel local de alosterismo.



Figura 10: Representacdo da proteina PDB: 4UB7 em azul claro e a cavidade molecular

druggable forte em modelo tubo (imagem do CavityPlus).

d) Modelo 6TEI

Os resultados encontrados para a proteina CK2 PDB ID: 6TEI foram de
20 cavidades, sendo apenas duas consideradas como forte druggable, onde
estas estdo demonstradas na Figura 11. Para o modelo 6TEI, a primeira
cavidade encontrada apresentou 0s seguintes residuos de aminoacidos:
LYS:44:A, LEU:45:A, GLY:46:A, ARG:4T:A, GLY:48:A, LYS:49:A, TYR:50:A,
SER:51:A, GLU:52:A, VAL:53:A, PHE:54:A, VAL:66:A, VAL:67:A, LYS:68:A,
ILE:69:A, LEU:70:A, LYS:71:A, PRO:72:A, VAL:73:A, LYS:74:A, LYS:7TT:A,
ILE:78:A, ARG:80:A, GLU:81:A, LEU:85:A, ILE:95:A, THR:96:A, LEU:111:A,
PHE:113:A, GLU:114:A, HIS:115:A, VAL:116:A, ASN:117:A, ASN:118:A,
THR:119:A, ASP:120:A, PHE:121:A, LYS:122:A, GLN:123:A, LEU:124:A,
TYR:125:A, GLN:126:A, ARG:155:A, ASP:156:A, LYS:158:A, PRO:159:A,
HIS:160:A, ASN:161:A, VAL:162:A, MET:163:A, ILE:164:A, ARG:172:A,
LEU:173:A, ILE:174:A, ASP:175:A, TRP:176:A, GLY:177:A, LEU:178:A,
ALA:179:A, ASN:189:A, VAL:190:A, ARG:191:A, VAL:192:A, ALA:193:A,
SER:194:A, ARG:195:A, TYR:196:A, PHE:197:A, LYS:198:A, GLU:201:A,
LEU:202:A, LEU:203:A, VAL:204:A, ASP:205:A, TYR:206:A, MET:221:A,
ALA:223:A, SER:224:A, MET:225:A, ILE:226:A, PHE:227:A, ARG:228:A,
LYS:229:A, GLU:230:A, PRO:231:A, HIS:236:A, ASP:237:A, ASN:238:A,



TYR:239:A, ASP:240:A, ARG:268:A, PHE:269:A, HIS:286:A, GLU:288:A,
ASN:289:A, ARG:19:B, PRO:20:B, ARG:21:B, GLU:22:B, TYR:23:B, TRP:24:B,
ASP:25:B, TYR:26:B, GLU:27:B, SER:28:B, HIS:29:B, VAL:30:B, VAL:31:B,
GLU:32:B, TRP:33:B, GLY:34:B, ASN:35:B, GLN:36:B, ASP:37:B, ASP:38:B,
TYR:39:B, ILE:59:B, THR:60:B, LEU:70:B, LYS:71:B, PRO:72:B, VAL:73:B,
LYS:74:B, LYS:75:B, LYS:76:B, LYS:77:B, ILE:78:B, LYS:79:B, ILE:82:B,
LYS:83:B, LEU:85:B, GLU:86:B, ASN:87:B, LEU:88:B, ARG:89:B, ILE:100:B,
VAL:101:B, LYS:102:B, ASP:103:B, PRO:104:B, VAL:105:B, SER:106:B,
ARG:107:B, THR:108:B, PRO:109:B. Destes, 9 residuos de aminoacidos estéo
em concordancia com os achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que
demonstrou em seu estudo a presenca destes residuos no sitio ativo da proteina
CK2 complexada com o composto CX-4945 competitivo por ATP. Em
contrapartida, 9 destes residuos de aminoacidos estdo em concordancia com o
estudo de Bestgen et al. (2019), sugerindo que ambos os sitios ativos e
alostérico podem estar localizados nesta cavidade. Esta cavidade apresentou 4
locais que possuem Z-score maior que 0,5 indicando, assim, possivel local de
alosterismo.

A segunda cavidade considerada druggable forte encontrada no modelo
6TEI apresentou os seguintes residuos de aminoacidos: TYR:26:A, ARG:43:A,
LYS:44:A, LEU:45:A, GLY:46:A, ARG:4T:A, GLY:48:A, LYS:49:A, TYR:50:A,
SER:51:A, GLU:52:A, VAL:53:A, PHE:54:A, GLU:55:A, LYS:64:A, VAL:65:A,
VAL:66:A, VAL:67:A, LYS:68:A, ILE:69:A, LEU:70:A, LYS:71:A, PRO:72:A,
VAL:73:A, LYS:74:A, LYS:75:A, LYS:76:A, LYS:77:A, ILE:78:A, LYS:79:A,
ARG:80:A, GLU:81:A, LEU:85:A, ILE:95:A, THR:96:A, LEU:111:A, PHE:113:A,
GLU:114:A, HIS:115:A, VAL:116:A, ASN:117:A, ASN:118:A, THR:119:A,
ASP:120:A, PHE:121:A, LYS:122:A, GLN:123:A, LEU:124:A, TYR:125:A,
ARG:155:A, ASP:156:A, LYS:158:A, PRO:159:A, HIS:160:A, ASN:161:A,
VAL:162:A, MET:163:A, ILE:164:A, ARG:172:A, LEU:173:A, ILE:174:A,
ASP:175:A, TRP:176:A, GLY:177:A, LEU:178:A, ALA:179:A, GLU:180:A,
GLN:186:A, GLU:187:A, TYR:188:A, ASN:189:A, VAL:190:A, ARG:191:A,
VAL:192:A, ALA:193:A, SER:194:A, ARG:195:A, TYR:196:A, PHE:197:A,
LYS:198:A, TYR:209:A, GLU:230:A, PRO:231:A, ASN:238:A, ARG:21:B,
GLU:22:B, ASP:25:B, TYR:26:B, GLU:27:B, SER:28:B, HIS:29:B, VAL:30:B,
VAL:31:B, GLU:32:B, TRP:33:B, GLY:34:B, ASN:35:B, LYS:75:B, LYS:76:B,



LYS:79:B, ILE:82:B, LYS:83:B, LYS:102:B. Destes, 6 residuos de aminoacidos
estdo em concordancia com os achados na literatura por Lindenblatt et al. (2020),
gue demonstrou em seu estudo a presencga destes residuos no sitio ativo da
proteina CK2 complexada com o composto CX-4945 (silmitasertibe) competitivo
por ATP. Em contrapartida, 9 destes residuos de aminoacidos estdo em
concordancia com o estudo de Bestgen et al. (2019), sugerindo que ambos os
sitios ativos e alostérico podem estar localizados nesta cavidade. Esta cavidade
apresentou 4 locais que possuem Z score maior que 0,5 indicando, assim,

possivel local de alosterismo.

Figura 11: Representacéo da proteina PDB: 6TElI em azul claro e verde, e as duas cavidades
moleculares druggable forte em tubo, a primeira cavidade

a esquerda e a segunda a direita, numeradas pelo score (imagens do CavityPlus).

Os estudos de busca de cavidades nos modelos da CK2 permitiram a
obtencéo de varios sitios de interagdo molecular candidatos para o estudo de
alvos potenciais para a agdo de compostos bioativos inibidores desta proteina.
Entre os resultados obtidos verificou-se que o0 modelo da 5KU8 apresentou maior
valor de ranqueamento (escore) de 3983,00 e valor maximo preditivo de 10,57.
JA o0 modelo 3PE1 apresentou valor no ranqueamento menor 820,00 em
comparacao aos outros modelos estudados, no entanto demonstrou maior valor
maximo preditivo, de 11,89. Embora estes valores indiguem que estes modelos

devem ser indicados para a continuidade dos estudos todos os sitios druggable



podem se apresentar como locais de interagdo com compostos bioativos.

Outro fator importante € a determinacdo dos residuos de aminoacidos
constituintes nas cavidades dos estudados. A partir dos resultados obtidos na
busca de cavidades verificou-se que os sitios ativos dos modelos envolvem
residuos do sitio ativo do ATP, como citado por Lindenblatt et al. (2020), e do
sitio adjascente, considerado alostérico, citado por Bestgen et al. (2019). Este
fato demonstra que ha possibilidades de compostos atuarem tanto no sitio ativo

guanto no alostérico, e a interacao vai depender do composto estudado.

6.2. Desenho, otimizacdo e escolha dos compostos

Na literatura compostos derivados de 2-aminotiazbis e derivados do
azonaftaleno foram selecionados de acordo com o relato de suas acdes
inibitérias na proteina quinase CK2 (MOUCADEL et al., 2011; BESTGEN et al.,
2019).

O desenho destas moléculas foi realizado utilizando o software Spartan
for Windows, também utilizado na otimizacdo de geometria molecular da
estrutura com o emprego dos métodos semi-empirico AM1 e o empirico teoria
do funcional de densidade (DFT) B3LYP e bases de dados 6.31G*. Os modelos
dos compostos em trés dimensdes (3D) foram obtidos neste célculo e salvos em
formato PDB e mol.2. A partir disso, as moléculas com estrutura quimica
otimizada estavam aptas para compor o estudo de busca de farmacoéforo e
ancoramento molecular. Através da Figura 12 é possivel observar o exemplo do
desenho em 2D de uma molécula derivada do 2-aminotiazol e outra derivada do

azonaftaleno, onde ambas demonstraram atividade inibitoria frente a CK2.



Figura 12: Modelo em 2 e 3D (forma de tubo) de um derivado de 2-aminotiazol (A) e de um

derivado de azonaftaleno (B) que demostraram atividade inibitéria frente a CK2.
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A partir da escolha dos dois grupos de compostos a serem utilizados neste
trabalho escolheu-se empregar um processo de de predi¢ao de atividade som o
software Self Ensemble Approach (SEA) para fins de avaliacao de qual é o grupo
mais apropriado para se estudar o farmacoforo. Nesta etapa somente os
derivados de 2-aminotiazois apresentaram resultado significativo, de
similaridade de 0.3 entre si, demonstrando que analogos destes podem ter acédo
também sobre a CK2, bem como somente os derivados de 2-aminotiazois
apresentaram potencial interagdo com a proteina quinase CK2 no estudo de
predicédo de atividade.

O servidor web SEA compara alvos de proteina considerando
similaridades estatisticas de Tanimoto 2D calculadas entre seus ligantes.

De acordo com os resultados obtidos pela predicdo de atividade e busca

de similaridade, percebeu-se que o grupo mais relevante para este estudo foram



os derivados do 2-aminotiazois, onde quatro compostos deste grupo
demostraram ser mais ativos frente a proteina quinase CK2 (figura 13). Ressalta-
se que a presenca do grupamento 2-aminotiazol (BESTGEN et al., 2019) é a
caracteristica comum que possuem em suas estruturas, sendo este o critério
fundamental empregado na escolha e selecdo das moléculas (CHEN et al.,
2020).

Figura 13: Derivados de 2-aminotiazol que apresentaram maior interacdo com a proteina quinase

CK2 nos estudos preliminares.
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6.3. Estudo de Farmacoé6faro

O estudo de farmacéforo foi estruturado em duas abordagens sendo que
uma envolveu o emprego das moléculas de compostos bioativos sem considerar
a estrutura molecular da proteina alvo (LBDD) e outra com a presenca da
estrutura quimica de compostos bioativo complexada em sitio ativo da proteina
CK2.

a) Farmacéforo com o uso de LBDD

Um conjunto de 23 compostos derivados do 2-aminotiazol, devidamente
alinhados de acordo com suas estruturas quimicas, foi submetido a analise de
farmacéforo com o emprego de software Pharmagist, disponivel online
<http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/pharma/index.html>. As estruturas em 3D, em



http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/pharma/index.html

extensdo de formato digital Sybyl mol.2, foram classificadas em arquivo Unico
(caracterizada como uma lista de moléculas) e inseridas no Pharmagist, que
envia um relatério por e-mail com os resultados obtidos. Para o calculo do
farmacoforo foi escolhida a molécula mais ativa da série, de nimero 23, descrita
como estrutura lider (“pivot”), utilizada como referéncia para alinhamentos, e
logo, foram inseridos os filtros de efeito doador ou aceptor de hidrogénio, anion
ou cation e presencga/auséncia de anel aromético.

A partir desta etapa foram determinados 9 farmacoéforos no total, sendo
gue os 6 principais estdo demonstrados na Tabela 2. Os modelos que
apresentaram o0s maiores valores de escore foram os de namero 6 e o 3,
respectivamente. No entanto, estes modelos apresentaram numero menor de
moléculas alinhadas e devido a este fato ndo foram escolhidas para a
continuidade dos estudos. Dentre os demais modelos, o farmacoforo escolhido
envolveu o modelo com equilibrio entre o maior nimero de moléculas alinhadas
em conjunto e com o0 maior escore, que neste caso especifico foi o de namero 1.
Este modelo apresentou a pontuagcédo de escore 61.188, incluindo 5 medidas
farmacoforicas, e sua construcao foi baseada em 23 moléculas.

O modelo 3D obtido permitiu a determincéo das distancias entre os pontos
espaciais de propriedades de aromaticidade, de aceptor e de doador de ligacao
de hidrogénio. A Figura 14A demonstra sitios das propriedades de aromaticidade
disponivel em coloracao violeta e os sitios de aceptor ou doador de ligacao de
hidrogénio apresentou coloracdo branca e laranja, respectivamente (Figura
14B). A disposi¢éo espacial e distancia molecular entre sitios do farmacéforo em
Angstrons se encontram demostrados na Figura 14C. Este modelo sugere que
substancias derivadas dos aminotiazois que possam interagir com a CK2 devem
apresentar grupos funcionais com as relativas caracteristicas fisico-quimicas
localizados o0 mais préximo possivel das regifes espaciais indicadas no modelo.
Estas informagbes podem ser utilizadas para uma nova sele¢cao de compostos
candidatos a interagir com esta proteina. Neste contexto, este modelo de
farmacoforo foi utilizado como filtro molecular para a triagem virtual de moléculas

inibidoras potenciais da CK2 baseadas no ligante.



Tabela 2: Descrigdo dos principais modelos farmacoforos obtidos utilizando software Pharmagist

e uso de abordagem LBDD.

Namero de
NO Escore : didas Aromatica  Hidrofébica Doador Aceptor Positivo/  moléculas
Espaciais ligH ligH Negativo alinhadas
1 61.188 5 3 0 1 1 0/0 23
2 61.188 5 3 0 1 1 0/0 23
3 67.500 6 3 0 1 2 0/0 22
4 39.869 5 1 0 0 3 0/1 20
5 48.117 5 2 0 1 2 0/0 19
Maior
Escore 74.246 9 3 0 1 4 0/1 15

Figura 14: Modelos em 3D do conjunto de 2-aminotiazois alinhadas (A), farmaco6foro nimero 1
gerado com sitios de propriedades fisico-quimicas (B) e distancias intra-moleculares entre os

sitios dos farmacéforos em Angstroms (C) (com autorizacdo de PRADEL, 2020).

b) Farmacdforo com o uso de SBDD

Nesta etapa da busca de farmacéforo foi utilizado o software Pharmit, e
foi empregada com o uso de modelo de proteina CK2 em formato PDB 6TEI do
ligante derivado de aminotiazol (cavidade N4N) complexado a esta. Este
modelo foi usado devido ao ligante complexado ser da mesma classe que 0s
compostos estudados na busca de farmacéforo no modo LBDD. Varias

medidas farmacoféricas foram avaliadas com o uso deste softaware, sendo que



as sete medidas escolhidas foram aceptor de ligacdo de hidrogénio de cor
laranja (raio 0,5 Angstroms), hidrofébico de cor verde (raio 1,0), aromatico de
cor roxa (raio 1,0). As medidas espaciais do farmacoéforo escolhido e do

composto aminotiazol complexado estdo demonstradas na figura 15.

Figura 15. Modelo de farmacoforo gerado com sitios de propriedades fisico-quimicas

sobreposto a derivado aminotiazol.

6.4. Triagem Virtual

O software ZincPharmer <http://zincpharmer.csb.pitt.edu/>, associado a

base de dados Zinc 15, permite que facamos a visualizacdo do farmacoforo e
busca de compostos neste banco de dados, o qual contém mais de 21 milhdes
de compostos comerciais. Este software permite ainda a realizac&o da triagem
virtual baseada na estrutura do farmacéforo e aplicacao de filtros de valores de
propriedades fisico-quimicas. Portanto, o farmacoforo obtido através do
Pharmagist foi inserido no ZincPharmer, onde foram gerados milhares de
compostos que se encaixam dentro do farmacéforo proposto. Foi necessario a
aplicacdo dos filtros para reducdo do numero de moléculas com atividade frente
a CK2 e para facilitar a obtencédo de compostos na triagem virtual.

Ao abrir o programa foram escolhidos os filtros “Max Hits per Conf”, “Max
Hits per Mol”, “Max Total de Hits”, “Max RMSD”, “Molecular Weight”, e
“Rotatable Bonds” com intervalos de 0 a 100 para “Max Hits per Conf” e “Max
Hits per Mol”; 0 a 300 para “Max Total de Hits; 0 a 0.300 para “Max RMSD”, 5
a 500 para “Molecular Weight” e 0 a 10 “Rotatable Bonds”. Os resultados s&o
expressos em uma tabela de acordo com o desvio padrdao relativo
correlacionado com a diferenca de encaixe no farmacoforo em questdo e um

ranqueamento entre as moléculas do banco de dados.


http://zincpharmer.csb.pitt.edu/

Apés a corrida dos compostos, 300 moléculas foram selecionadas com
0 uso do farmacoforo escolhido apos a aplicacéo de filtros (baseando-se nas
propriedades do farmacoforo obtido). Ao se considerar a presenca de grupos
2-aminotiazol entre estes compostos buscou-se achar moléculas que
apresentassem este grupo e também a presenca de grupo acido no conjunto
de moléculas obtidas. A partir destes resultados reduziu-se o numero de
moléculas para 1 (Figura 16). Desta forma, esta molécula se encaixa no

farmacoéforo mantendo o grupamento aminotiazol e uma porcéo acida.

Figura 16: Composto com anel aminotiazol e fungéo acida caracteristica do conjunto de origem

obtido a partir de triagem virtual.

A triagem virtual realizada com o emprego do farmacoforo obtido com o
uso de estrutura molecular do ligante complexado a proteina alvo envolveu o
emprego de software Pharmit. Os procedimentos de triagem virtual Pharmit
foram aplicados em bancos de dados digitais de pequenas moléculas, como
ChemBL 25 (23.136.925 conférmeros de 1.752.844 moléculas), ZINC 15
(123.399.574 conférmeros de 13.190.317 moléculas), PubChem (450.708.705
conférmeros de 93.067.404 moléculas), Dud-E SRC Benchmark (509.608
conférmeros de 34.966 moléculas) e medicamentos aprovados pela FDA
(17.471 conférmeros de 1.677 moléculas). Os filtros usados foram hit reduction:
com numero maximos de hit por conférmeros e por molécula, além de nimero
méaximo de hit de 100. Os filtros utilizados envolveram a ado¢do de peso
molecular de 5 - 500 Daltons, ligacfes rotacionais de O - 4, logaritmico do
coeficiente de particdo (logP) de -1,0 a 4,0, area de superficie polar (PSA) de
30-140, numero de grupos aceptores de ligagédo de hidrogénio (HBA)de 1 -5e
namero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) 1 - 10,



respectivamente. A minimizacédo dos resultados gerados pelo Autodock Vina
Scoring Function pela metodologia de descida do gradiente na superficie de
energia, a partir da consulta inicial de pose alinhada, e a funcionalidade smina
foram realizadas com essas opcoes.

Nesta analise, verificou-se que a triagem virtual no banco de dados Zinc
possibilitou a determinacdo de 53 moléculas. Apos a aplicacdo de minimizacéo
com o emprego de Autodock Vina e maximo desvio padréo relativo de 1,5 o
conjunto de compostos foi reduzido a 21. Neste contexto o Unico derivado
aminotiazol e grupo acido foi a molécula A. Quando se utilizou o banco de dados
ChemBL25 obteve-se o montante de 44 e ap0s a minimizacdo destas foram
obtidos 16 conformacdes de compostos sendo a molécula B (3 conformacdes
desta) a Unica com a por¢cao aminotiazol presente no grupo. Para a triagem em
banco de dados PubChem verificou-se a obtencédo do numero de 100 moléculas,
maximo estipulado, e a partir da minimizacdo do banco de dados o grupo foi
reduzido a 71 compostos. Entre estes foram identificados conférmeros das
moléculas A, também observada no banco de dados Zinc, C, D e E. A molécula
A é descrita no estudo original publicado por Bestgen et al. 2019 o que indica
gue o farmacaforo utilizado na triagem € acertar a atividade de inibidores de CK2,
e se apresenta como potencial para o estudo de novos inibidores desta quinase.
O modelo de farmacoro ndo apresentou encaixe com nenhuma molécula
proposta em banco de dados FDA-aproved drugs e Decoys ligados ao software.

As moléculas estao representadas na Figura 17.



Figura 17: Estuturas quimicas dos compostos obtidos pela triagem virtual A (via Zinc e
PubChem), B (via ChemBL25), C, D e E (via PubChem).
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6.5. Predicéo de toxicidade e predicdo de atividade bioldgica

A partir da triagem virtual, os compostos obtidos foram submetidos a
analise de predicdo de toxicidade com o uso de software Osiris Property
Explorer e de predicao de atividade biolégica (alvos). Os efeitos de toxicidade
tedricos avaliados envolveram mutagenicidade, carcinogenicidade, efeito sobre
0 sistema reprodutor e irritante. A predicdo da atividade envolveu o software

SEA Search Server <Self Ensemble Approach, http://sea.bkslab.org/> que

busca similaridade estrutural entre 0 composto ensaiado e outros com atividade
biologica reconhecida. Estes dois softwares foram utilizados como filtros do
conjunto de moléculas da triagem molecular candidatas de inibidores de CK2
(Tabela 3).

Todos os compostos derivados de aminotiazois obtidos na triagem virtual

nao apresentaram predic&o de risco de toxicidade do tipo mutagénica e


http://sea.bkslab.org/

tumorigénica sobre o sistema reprodutivo e irritante, podendo apresentar-se

como candidato para o estudo de farmacos potenciais antitumorais.

Tabela 3: Valores de probabilidade e de maxima similaridade de Tanimoto (2D) a alvo caseina

quinase 2, subunidade alfa, identificados por predic6es em software SEA.

Molécula Valor de P MaxTC
1 Pharmagist 1,327 ™ 0.35

A Pharmit 2.857¢” 0.33

B Pharmit - -

C Pharmit 1.12e* 0,44

D Pharmit 1.176e™* 0,43

E Pharmit 1.093e*° 0.37

A molécula A apresentou atividade prevista para caseina quinase 1. A
molécula B ndo apresentou atividade predita para a proteina em questdo. Os
melhores resultados foram observados para as moléculas D, 1 e E. A molécula
1 é inédita e se encaixa no farmacoforo, demonstra possuir atividade predita
frente a proteina quinase CK2, subunidade alfa, considerados adequados nesta
analise e se apresenta como candidata para o estudo experimental de atividade
de inibicdo da referida enzima ou de avaliagdo de efeito antitumoral. A partir
destes resultados, a molécula 1 foi utilizada para os estudos de ancoramento

molecular.

6.6. Analise de ancoramento molecular (Docking)

Para a andlise do ancoramento molecular foram utilizados 5 compostos
com estrutura quimica otimizada, sendo eles: 4 derivados dos 2-aminotiazois
com maior atividade inibitoria da CK2 descritos na literatura por Begsten et al.
2019, e utilizados na confecgdo do modelo farmacéforo, e o composto obtido

pela triagem virtual LBDD realizada neste estudo. Para esta andlise foram



empregadas estruturas da proteina quinase CK2 em formato pdb (Protein Data

Banking), <http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do>. Nesta etapa utilizou-se o

software iGemdock 2.1, onde os resultados foram expressos em forma de
tabelas e figuras, demonstradas a seguir, que foram utilizadas para
comparacao com os dados da literatura.

O estudo de ancoragem molecular determina a energia de interacao
total, interacdo de Van de Waals (VDW), ligacdo de hidrogénio (ligacao H),
interacOes eletrostatica e moleculares entre os compostos e a proteina. Os
estudos envolveram o emprego total da proteina ou de sitios moleculares de
ligacdo com ligantes. Na aplicagdo da funcdo estrutura total da proteina néo
foram atingidos resultados satisfatorios em nenhuma das andlises realizadas.
Na aplicacdo da funcao utilizando o sitio de ligacédo do ligante como referéncia
obtivemos resultados satisfatérios, que sao descritos e discutidos a seguir.

A partir dos dados de ancoramento molecular com as proteinas 3PE1,
5KU8, 6TEI, e 4UB7, verificou-se que o composto obtido pela triagem virtual
apresentou a menor energia de interacao (-94,94 Kcal.mol-1) em relacdo aos
outros compostos na estrutura cristalizada da CK2 PDB ID: 5KU8, onde sua
interagdo com a proteina esta demonstrada na Figura 18B. Quando analisado
junto a PDB ID: 3PEL, apresentou a segunda menor energia de interacao (-
84,06 Kcal.mol-1), Figura 18A. No estudo do modelo PDB ID: 6TEl, verificou-
se que 0 composto apresenta a segunda menor energia de interagdo (-97,74
Kcal.mol-1), Figura 18D, e quando analisado junto a PDB ID: 4UB7, apresentou
a terceira menor energia de interacéao (-91,64 Kcal.mol-1), e sua interagdo com

a proteina esta demonstrada na Figura 18C.


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Figura 18: Interagdo entre o composto obtido pela triagem virtual com a proteina CK2 PDB ID:
3PE1 (A), 5KU8 (B), 4UB7 (C) e 6TEI (D), e os principais aminoacidos envolvidos (imagem
obtida do Pymol).

Os resultados totais das proteinas 3PE1, 5KU8, 4UB7 e 6 TElI bem como

0s principais residuos de aminoacidos envolvidos nesta interacdo estao
demonstrados nas Tabelas 4 e 5,6 e 7,8 e 9, 10 e 11, respectivamente, onde
0s compostos 1, 2, 3 e 4 sdo derivados de 2-aminotiazol e o composto 5 foi obtido
pela triagem virtual. Na figura 19 podemos observar a interagdo do modelo 4UB7
com os todos os compostos estudados nesta etapa, onde a partir deste modelo
obtivemos uma maior interacao entre os residuos de aminoacidos principais e 0s



compostos estudados nesta etapa.

Figural9: Interacao entre os compostos 1 (amarelo), 2 (rosa), 3 (azul), 4 (vermelho) e 5 (laranja)

com a proteina CK2 PDB ID: 4UB7, e os principais aminoacidos envolvidos (imagem obtida pelo
Pymol).

Tabela 4: InteragBes centrais (Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e eletrostatica) de
compostos derivados de 2-aminotiazol e composto obtido pela triagem virtual com a proteina
quinase PDB ID: 3PE1 cavidade 3NG.

Compostos Energia VDW H-Bond Eletrostatica
4 -88,53 -79,86 -8,67 0
5 -84,06 -74,01 -10,05 0
3 -82,97 -71,85 -11,66 0,54
2 -76,04 -66,49 -9,14 0
1 -73,56 -66,14 -7,42 0




Tabela 5: Compostos derivados do 2-aminotiazois e composto obtido por triagem virtual e os
principais residuos de aminoacidos envolvido na interacdo com a proteina CK2 PDB ID: 3PE1
cavidade 3NG.

H-S H-S H-M V-S V-S V-S V-S V-M V-S
Compostos ASP ASN VAL ILE LYS PHE HIS VAL ASP
175 118 116 174 68 113 160 116 120
4 -6,7 0 0 -9,5 7.1 -10,5 -16,1 0 0
5 -6,5 0 0 -9,3 -5,4 7,6 -14,5 0 0
3 0 -7 4.4 -4.,8 -0,2 -6,6 0 -6,5 -1,4
2 -3,5 0 0 -8,1 -8,5 -8,4 -1,5 0 0
1 -2,6 0 0 -8,1 -4,2 -4,2 -8,4 0 0

Tabela 6: Interacdes centrais (Van der Waals, ligagdo de hidrogénio e eletrostatica) de
compostos derivados de 2-aminotiazol e composto obtido pela triagem virtual com a proteina
quinase PDB ID: 5KU8 cavidade 6XK.

Compostos Energia VDW H-Bond Eletrostatica
5 -94,94 -78,6 -16,34 0
1 -92,23 -75,91 -16,97 0,65
4 -90,89 -74,07 -13,23 -3,59
3 -88,51 -66,57 -23,53 1,58
2 -84,77 -74,16 -10,6 -0,06

Tabela 7: Compostos derivados do 2-aminotiazois e composto obtido por triagem virtual e os
principais residuos de aminoacidos envolvido na interacdo com a proteina CK2 PDB ID: 5KU8
cavidade 6XK.

H-M H-S V-S V-S V-S V-S V-S V-M V-S
Compostos ASN HIS TYR LYS ASP PHE HIS ASN ASP
118 160 50 68 175 113 115 118 120

5 0 0 -9,7 -8,7 -5,5 0 0 0 0

1 0 0 -5,8 -7 -6,7 0 0 0 0

4 0 -6,9 0 -7 -6,9 -10,2 0 0 0



Tabela 8: Interagdes centrais (Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e eletrostatica) de

compostos derivados de 2-aminotiazol e composto obtido pela triagem virtual com a proteina

quinase PDB ID: 4UB7 cavidade 3G5.

Compostos Energia VDW H-Bond Eletrostatica
1 -93,21 -78,84 -12,38 -1,99
4 -92,03 -83.36 -6,99 -1,68
5 -91,64 -91.54 0 0
3 -89,06 -82.11 -6,8 0
2 -77,79 -70.99 -6,8 0

Tabela 9: Compostos derivados do 2-aminotiazois e composto obtido por triagem virtual e os
principais residuos de aminodacidos envolvido na interagéo com a proteina CK2 PDB ID: 4UB7
cavidade 3G5.

HM V.S VM VS VS VM VS VS V-S  V-S
Compostos ~ ASN LEU GLY ARG PHE ASN ANS THR MET TYR
118 45 46 47 113 118 118 119 163 50
1 0 79 65 47 57 25 66  -04 -6,6 0
4 0 92 79 69 -19 43 77 0 77 -84
5 0 83 93 57 -86 -7 -3,7 0 37 25
3 68 87 56 -9 0 73 95 54 95 54
2 35 47 47 59 -15 7,3  -64 0 64 03

Tabela 10: Interagdes centrais (Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e eletrostatica) de
compostos derivados de 2-aminotiazol e composto obtido pela triagem virtual com a proteina
quinase PDB ID: 6TEI cavidade N4N.

Compostos Energia VDW H-Bond Eletrostatica

4 -98,32 -78,59 -21,45 1,72



5 -97,74 -89,74 -8 0
2 -84,79 -74,64 -10,44 0,29
1 -81,99 -70,18 -13,06 1,85
3 -79,37 -69,48 -5,32 0

Tabela 11: Compostos derivados do 2-aminotiazois e composto obtido por triagem virtual e os
principais residuos de aminoacidos envolvido na interacdo com a proteina CK2 PDB ID: 6TEI
cavidade N4N.

H-S H-S H-S V-S V-S V-S V-M
Compostos LYS ASN HIS LYS PHE ASN HIS
68 118 160 68 113 118 160
4 -2,8 0 2,5 -3,8 0 7,3 -10,2
5 -35 0 0 -5,7 -15,5 7,5 -0,7
2 -35 0 0 -5,4 -2,7 -6,1 4,7
1 -35 -3,5 0 -3,3 -0,1 -8,5 5,3
3 0 0 0 -6,6 0 0 -0

A andlise do ancoramento molecular foi realizada para fornecer
informacdes sobre a interacéo entre os compostos derivados do 2-aminotiazol e
0 composto obtido pela triagem virtual com a proteina quinase CK2, bem como
sugerir a possivel maneira de como esta interacdo vem sendo exercida.

Os residuos de aminoacidos encontrados neste estudo estdo em
concordancia com os encontrados na literatura por Lindenblatt et al. (2020), que
demonstrou em seu estudo a presenca destes aminoacidos no sitio ativo da
proteina CK2 complexada com o composto similtasertibe, inibidor da proteina
que atua por competicdo no sitio do ATP. Este local de interacdo ocorreu
também com os quatro compostos derivados de 2-aminotiazol descrito por
Bestgen et al. (2019) utilizados nesta analise. Os resultados estdo em
discordancia com os dados relatados por Bestgen et al. (2019), que demonstra
a presenca dos derivados da classe de compostos estudada em uma cavidade
alostérica independente do sitio ativo onde encontra-se o0 composto de

referéncia, silmitasertibe, apesar desta cavidade estar ao lado do sitio ativo e



assim compartilhar de alguns residuos de aminoacidos em comum. Neste
cenario, este estudo demonstra que as estruturas 3D da proteina CK2 utilizadas
apresentaram resultados semelhantes de posicionamento no interior da
proteina, reforcando a ideia de que este grupo de inibidores da CK2 estariam
atuando no sitio ativo.

Todos os residuos de aminoacido determinados nas interacdes dos
diferentes modelos computacionais da CK2 estdo descritos nas analises das
cavidades moleculares consideradas druggable nos estudos de busca de
cavidades. Este fato confirma a importancia do sitio ativo como principal alvo de
derivados aminotiazois ligado a estrutura quimica contendo grupamento acido.

Os estudos realizados permitiram obter informagdes sobre a importancia
do uso de metodologias de ancoramento molecular para fins de maior
compreensao sobre o mecanismo de acdo destes compostos bioativos. Os
pesquisadores que desenvolvem estudos com aminotiazéis que possuam
atividade inibitéria potencial da CK2 devem focar no sitio ativo do ATP, sem
considerar os provaveis sitios alostéricos ou cavidades adicionais. Estas
informacgdes podem ser utilizadas para o planejamento de compostos inibidores

desta proteina com potencial atividade antitumoral.



7. CONCLUSAO

As ferramentas computacionais utilizadas neste trabalho envolveram a
modelagem molecular dos compostos, busca de cavidades, busca de
farmacoforo, triagem virtual, estudo de predicbes e ancoramento molecular. Os
resultados obtidos sugerem que dos inibidores da proteina CK2 achados na
literatura, os derivados do 2-aminotiaz6l se apresentaram como melhor opgéo
frente aos derivados do azonaftaleno, bem como sugerem que os modelos
estruturais em 3D da proteina CK2 (PDB ID: 3PE1, 5KUS8, 4UB7 e 6 TEI) possam
ser empregados em analises futuras de compostos candidatos a inibidores ativos
da CK2.

Os derivados do 2-aminotiazél se mostraram eficientes quando utilizados
como base para obtencdo de modelos farmacofaros. Estes farmacofaros podem
ser utilizados para o planejamento e desenvolvimento de novos compostos
candidatos a antineoplésicos inibidores da proteina quinase 2. O composto
obtido pela triagem virtual, a partir do farmacéfaro LBDD baseado nos derivados
do 2-aminotiazol, demonstrou-se inédito e promissor, e deve ter seus estudos
continuados, sendo necessarias analises adicionais e otimizacdo estrutural
racional por metodologias in silico, juntamente com procedimentos

experimentais, para fins de confirmacéo de sua atividade biolégica potencial.

No estudo de predicéo de toxicidade os compostos obtidos pela triagem
virtual ndo apresentaram predicdo de risco para a toxicidade testada, podendo
apresentarem-se como candidatos para o estudo de farmacos potenciais
antitumorais. No estudo de predicdo de atividade biologica trés compostos

obtidos pela triagem virtual apresentaram predicao de atividade frente a CK2.

Pelo estudo de ancoramento molecular compreendeu-se que o possivel
mecanismo de acdo dos derivados do 2-aminotiazol estd ligado a inibicao
competitiva por ATP, sendo assim pesquisadores que desenvolvem estudos com
aminotiazois que possuam atividade inibitoria potencial da CK2 devem focar no
sitio ativo desta proteina. Esta informagdo pode ser utilizada para o
desenvolvimento e planejamento de compostos inibidores de CK2 com potencial

atividade antitumoral.
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