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RESUMO

O cancer colorretal € um disturbio do crescimento de células epiteliais do revestimento do
célon ou reto e, dentre os diversos tipos de cancer, ocupa terceira posicdo em incidéncia e
segunda em mortalidade. A transformacéo de células epiteliais normais do célon em polipos
adenomatosos sofre influéncia epigenética e € regulada por enzimas Histona Desacetilases
(HDAC), bem como esta relacionada a ativacdo do Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR). Porém, existem poucas opc¢des de tratamento e, por isso, a busca por
novos farmacos € imprescindivel. Nesse sentido, os derivados acridinicos constituem uma
boa alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos. Assim, esse estudo teve como
objetivo avaliar os perfis farmacodinamico e farmacocinético de um novo derivado espiro-
acridinico acido, o AMTAC-01AC, planejado a partir do AMTAC-01, um derivado
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acridinico que demonstrou atividade in vitro para cancer de colon. Para isso, foram feitos
estudos in silico com 0 AMTAC-01 e seu derivado &cido, utilizando ancoramento molecular
e servidores web. Como resultado, 0 novo composto exibiu afinidade e poténcia superiores
a farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), com os alvos HDACS e
EGFR, bem como realizou mais interacGes de hidrogénio que as outras moléculas, com
destaque para interacOes feitas pelo residuo &cido, evidenciando que a modificacéo
molecular foi favoravel. Além disso, os derivados tambem exibiram farmacocinética
adequada aos padrBes de farmacos comerciais. Portanto, 0 AMTAC-01AC mostrou-se
promissor para o tratamento de cancer colorretal, com alta afinidade e poténcia para dois

alvos terapéuticos relevantes e 6timos parametros farmacocinéticos e de drug-likeness.

Palavras-chave: Derivados Espiro-Acridinicos; Cancer Colorretal; In silico; Simulacéo de

Acoplamento Molecular; Farmacocinética.

ABSTRACT

Colorectal cancer is a disorder of the growth of epithelial cells in the lining of the colon or
rectum and, among the different types of cancer, it ranks third in incidence and second in
mortality. The transformation of normal colonic epithelial cells into adenomatous polyps is
epigenetic influenced and regulated by Histone Deacetylases (HDAC) enzymes, as well as
being related to the activation of the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). However,
there are few treatment options and, therefore, the search for new drugs is essential. In this
regard, acridine derivatives are a good alternative for the development of new drugs. Thus,
this study aimed to evaluate the pharmacodynamic and pharmacokinetic profiles of a new
spiro-acridine acid derivative, AMTAC-01AC, based on AMTAC-01, an acridine derivative
that has demonstrated in vitro activity against colon cancer. For this, in silico studies were
carried out with AMTAC-01 and its acid derivative, using molecular docking and web
services. As a result, the new compound exhibited superior affinity and potency to drugs
approved by the Food and Drug Administration (FDA), with the targets HDACS8 and EGFR,

as well as performed more hydrogen interactions than the other molecules, with emphasis
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on interactions made by the acid residue, showing that the molecular modification was
favorable. Furthermore, the derivatives also exhibited pharmacokinetics adequate to
commercial drug standards. Therefore, AMTAC-01AC has shown to be promising for the
treatment of colorectal cancer, with high affinity and potency for two relevant therapeutic

targets and excellent pharmacokinetic and drug-likeness parameters.

Keywords: Spiro-Acridinic Derivatives; Colorectal Cancer; In silico; Molecular Docking

Simulation; Pharmacokinetics.

INTRODUCAO

O cancer pode ser definido como um conjunto de mais de 100 doencas relacionadas
ao crescimento desorganizado de células capazes de se disseminar entre tecidos e 6rgdos
vizinhos ao local afetado inicialmente (BATISTA et al., 2015). Dessa forma, o cancer esta
associado a excessiva sinalizacdo proliferativa, evasdo de inibidores do crescimento,
imortalidade replicativa, resisténcia a morte celular, instabilidade e mutacdo do DNA,

inducdo de angiogénese, metéstase, entre outras caracteristicas (ALMEIDA et al., 2021).

Conforme o Global Cancer Observatory, o cancer é a primeira ou a segunda causa
de morte em individuos com menos de 70 anos, estando presente em 112 de 183 paises.
Além disso, estima-se que houve cerca de 19,3 milhdes de novos casos e quase 10 milhdes
de mortes por cancer, mundialmente, no ano de 2020. Dentre os diversos tipos, o cancer
colorretal ocupa a terceira posi¢cdo em incidéncia e a segunda em mortalidade (Gréfico 1),
apresentando mais de 1,9 milhao de novos casos e 935 mil mortes, em 2020, 0 que representa
cerca de 1 a cada 10 casos e mortes por cancer (SUNG et al., 2021). Ademais, segundo dados
do Instituto Nacional do Céancer, os individuos mais afetados pelo cancer colorretal sdo
adultos acima de 60 anos de idade (INCA, 2019).
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Gréfico 1: Incidéncia e Mortalidade para os Principais Tipos de Cancer em 2020
INCIDENCIA MORTALIDADE
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Fonte: Adaptado de SUNG et al. (2021)

O cancer colorretal ¢ um disturbio do crescimento de células epiteliais do
revestimento do colon ou reto, que pode progredir para os linfonodos e os masculos
adjacentes (BHASKARAN & KUMAR, 2021). A transformacdo de células epiteliais
normais do coélon em pdlipos adenomatosos sofre bastante influéncia de alteracdes
epigenéticas e € regulada por enzimas Histona Desacetilases (HDAC). Dentre as isoformas
existentes, a HDACS8 ¢é predominante no cancer de célon, no qual se apresenta em niveis
mais elevados do que em tecidos saudaveis, e estudos relataram que sua inativacao inibiu a
proliferacdo do cancer de colon (BISWAS et al., 2018). Além disso, a enzima HDACS foi
associada a regulacao da atividade do gene do Fator Modificador de Bcl-2, uma proteina que
promove a apoptose de células. Portanto, inibidores dessa enzima podem ser uma boa

alternativa para o tratamento do cancer de colon e de reto (KANG et al., 2014).

Ademais, fatores de crescimento também estdo relacionados ao cancer e, dentre eles,
0 Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) é um alvo amplamente presente no
cancer de colon. Este é um receptor transmembrana tirosina quinase e sua via de sinalizacdo
estimula a proliferacdo, o crescimento, a diferenciagdo, a angiogénese e a metéstase de
células epidérmicas, por meio da ativagdo das vias MAPK/ERK, JAK/STAT e PI3K/AKT.
Nesse sentido, 0 EGFR promove a expressdo de genes relacionados a mitose e sobrevivéncia
celular no cancer colorretal (SHANMUGAPRIYA et al., 2020; LEE et al., 2018).

Para o tratamento de cancer de célon, além de cirurgia e radioterapia, existem muitos
quimioterapicos, porém, estes, geralmente, ndo aumentam as chances de sobrevivéncia dos

pacientes. 1sso se deve ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos tumores, como
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a superexpressdo de bombas de efluxo dependentes de ATP, que impedem a chegada do
farmaco a biofase. Além disso, muitos quimioterapicos tém pouca especificidade, levando a
graves efeitos adversos (BHASKARAN & KUMAR, 2021). Sendo assim, € essencial
desenvolver novos candidatos a farmacos como terapia alternativa (BISWAS et al., 2018).

Nesse sentido, a industria farmacéutica utiliza ferramentas potentes de quimica
medicinal para estudar as relaces estrutura-atividade (Structure Activity Relationship —
SAR), bem como os perfis farmacodindmico e farmacocinético. Com o advento da
cristalografia de raios-X e da ressonancia magnética nuclear, foi possivel elucidar a estrutura
de varios alvos e compreender o reconhecimento molecular, permitindo o surgimento do
desenvolvimento de farmacos baseado na estrutura do alvo (Structure Based Drug Design —
SBDD) (FERREIRA et al., 2015).

O SBDD utiliza ferramentas computacionais, como ancoramento molecular, para
analisar a energia de ligacdo, as interacdes envolvidas no reconhecimento de uma molécula
por seu alvo e as mudancgas conformacionais induzidas por ligante. O ancoramento preveé,
com boa precisdo, a conformacdo de micromoléculas dentro do sitio ativo de um alvo
apropriado e classifica compostos conforme sua afinidade de ligagdo. Para isso, séo
exploradas varias conformaces e potenciais modos de ligacdo, seguidas de predicdo da

energia de interacdo, através de funcdes de pontuacéo especificas (FERREIRA et al., 2015).

J& em relacdo a novos candidatos a farmacos, a acridina consiste em um nucleo
heterociclico presente em farmacos com varias atividades (KUMAR et al., 2012), dentre os
quais pode-se destacar a Amsacrina, agente anticancer ativo contra leucemias e linfomas.
Muitas estratégias de planejamento de novos derivados acridinicos ja foram feitas, como,
por exemplo, a sintese do protétipo AMTAC-01 ou (E)-1'-(benzilidenoamino)-5'-oxo-1',5'"-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila, com a introducéo do grupo 2-ciano-
N-acilidrazona entre a acridina e o anel benzilidénico, seguido de ciclizagao espontanea para
formar o grupo espiro. Esse composto teve bons resultados de citotoxicidade contra a
linhagem de cancer de célon HT-29, demonstrando concentracdo de 6,72 uM para inibir
50% do crescimento celular (Glso) (ALMEIDA et al., 2016).
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Além disso, estudos associaram a conjugacdo de aminoacidos a scaffolds
biologicamente ativos com excelentes resultados, como baixa toxicidade, moderada poténcia
e Otimas propriedades farmacocinéticas, incluindo compostos com atividade anticancer
(RAKESH et al., 2019). Assim, tendo em vista que aminoacidos possuem o grupo acido
carboxilico, foi feito o planejamento de um derivado espiro-acridinico contendo um residuo
de 4cido acético. Para isso, foi feita uma expansdo molecular associada a um bioisosterismo
ndo classico, através da substituicdo do hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel acridinico
por um residuo de &cido acético, produzindo o Acido (E)-2-(1'-(benzilidenoamino)-4'-ciano-
5'-0x0-1',5"-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2"-pirrol]-10-il)-acético (AMTAC-01AC) a partir
do prototipo AMTAC-01 (Figura 1). Apds isso, foi feita a avaliagdo farmacodinamica e
farmacocinética in silico do protétipo AMTAC-01 e seu derivado &cido AMTAC-01AC, por

meio de ancoramento molecular e servicos web gratuitos, respectivamente.

Figura 1: Planejamento do AMTAC-01AC por Bioisosterismo Nédo Classico

AMTAC-01 AMTAC-01AC

Fonte: Autoria (2021)

METODOLOGIA
Analise in silico do perfil farmacodinamico (ancoramento molecular)

Foi feito o ancoramento molecular com os compostos AMTAC-01 e AMTAC-01AC.
O primeiro ja havia sido sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa e foi planejado com base
na estrutura do farmaco Amsacrina, inserindo a 2-ciano-N-acilidrazona entre a acridina e o
anel benzilidénico, com subsequente ciclizacdo espontanea e formacdo do grupo espiro.
Tendo em vista que essa molécula apresentou atividade citotdxico in vitro contra cancer de

célon (Almeida et al., 2016), foi feito o planejamento de um novo derivado espiro-acridinico,
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0 AMTAC-01AC, através de expansdo molecular e bioisosterismo néo classico, substituindo
o hidrogénio ligado ao nitrogénio do anel acridinico por um residuo de acido acético. Sendo
assim, utilizando o software ChemDraw Ultra 12.0, foram desenhadas as estruturas das
moléculas e, através do Chem3D, foi feita uma minimizacdo de energia, pelo método de

mecanica molecular minima e utilizando o campo de forca MM2 (ALLINGER, 1977).

As estruturas dos alvos HDACS8 (PDB ID: 1T69) e EGFR (PDB ID: 4HJO) foram
obtidas do Protein Data Bank (PDB) e carregadas no PyMol 2.4.1, para remover moléculas
de 4agua e ligantes co-cristalizados. Em seguida, foram carregados os alvos no AutoDock
Tools (MORRIS et al., 2009), para a adicdo de hidrogénios e cargas de Gasteiger, além da
mesclagem de hidrogénios ndo polares. As simulacdes de ancoramento foram feitas com a
identificacéo do sitio ativo dos alvos, nas coordenadas de 30,300, -3,208 e -13,210 A para a
enzima HDACS e 24,407, 9,151 e -0,636 A para o receptor EGFR. O espacamento utilizado
foi de 0,315 A e os eixos X, Y e Z com dimensdes 40 x 40 x 40 A. Além disso, para HDACS,

foi adicionada a carga +2 do ion zinco, manualmente.

Apos localizar o sitio ativo, o ancoramento foi desenvolvido com o AutoDock 4.2,
com 100 operacdes de algoritmo genético Lamarckiano e nos parametros padrdes do
AutoDock Tools. Com isso, foram gerados valores de Energia Livre de Ligagdo (AG) e
Constante Inibitoria (Ki), sendo salvas as conformagdes com menor valor de AG. Por fim,
no Discovery Studio (BIOVIA, 2021), os resultados foram analisados, determinando regides
de ligacdo dos alvos com as moléculas, tipos de interacdo e aminoacidos do sitio ativo que
participam das ligacOes. Para a validacdo da metodologia, através de reancoramento
molecular, foi selecionada a conformacao do ligante com menor valor de Desvio Quadratico
Médio (RMSD) das distancias entre os atomos e abaixo de 2,0 A (BELL & ZHANG, 2019).

Analise in silico do perfil farmacocinético

Para andlise farmacocinética dos compostos, foram feitas predi¢es de parametros

importantes de Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Eliminacdo, utilizando os servigos
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web SwissADME (DAINA et al., 2017), pkCSM (PIRES et al., 2015) e ADMETIab 2.0
(XIONG et al., 2021). Assim, foram preditas propriedades de Lipofilicidade, Drug-likeness,
Absorcao Intestinal, Resisténcia a Farmacos, VVolume de Distribuicdo, Permeabilidade por

Barreira Hematoencefalica, Metabolismo por CYP450 e Clearance Renal.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlise in silico do perfil farmacodinamico (ancoramento molecular)

Ambos o0s ligantes Vorinostat e Erlotinibe exibiram disposicdes espaciais
semelhantes ao ligante co-cristalizado e suas melhores conformaces preditas demonstraram
valores de RMSD de 1,47 A e 0,42 A, respectivamente, ambos abaixo de 2,0 A, validando a
metodologia. Porém, apresentaram algumas diferencas, principalmente entre as ligacdes

sigma, tendo em vista que estas sdo mais flexiveis que as ligacGes pi.

Apo6s a validacdo da metodologia, foi feito o ancoramento do AMTAC-01 e do
AMTAC-01AC com a enzima Histona Desacetilase 8, resultando nos seguintes valores de

energia livre de ligagdo (AG) e constantes inibitorias estimadas (Ki), presentes na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de ancoramento dos compostos com HDACS8 (PDB ID: 1T69)

Moléculas Energia Livre (4G) Constante de Inibigéo (Ki)
AMTAC-01 -7,88 kcal/mol 1,68 uM
AMTAC-01AC -8,08 kcal/mol 1,20 uM
Vorinostat -6,69 kcal/mol 12,51 uM

Fonte: Autoria (2021)

Ambas as moléculas demonstraram maior afinidade e poténcia pelo alvo HDACS,
em relacdo ao Vorinostat, farmaco aprovado pela FDA. Porém, o AMTAC-01AC exibiu
menor valor de energia livre de ligagdo (AG) e de constante de inibicdo (Ki) em comparacao
com o0 AMTAC-01, demonstrando maior afinidade e poténcia que este, uma vez que valores
negativos de AG determinam maior estabilidade para o complexo ligante-receptor. J& a
constante Ki é inversamente proporcional a intensidade das ligacdes de uma molécula por

seu alvo e, consequentemente, a sua poténcia (DU et al., 2016; BURLINGHAM &
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WIDLANSKI et al., 2003). Ademais, foi possivel também visualizar as interacdes nos

complexos receptor-ligante, e as distancias entre 0os aminoacidos e as moléculas (Figura 3).

Figura 3: Diagramas 3D das intera¢des do Vorinostat (esquerda), do AMTAC-01 (centro)
e do AMTAC-01AC (direita) com a enzima HDACS (PDB ID: 1T69)

INTERACOES
I Ligagio de Hidrogénio Convencional [T] Pi-Enxofie
[] Ligagiio Carbeno-Hidrogénio I Empilhamento Pi-Pi ou T
Pi-Sigma [ pi-Alquil
I pi-cation B Covalente

Fonte: Adaptado de Discovery Studio 2021 Client (2021)

A partir da analise dos diagramas 3D mostrados acima, percebe-se que 0 prototipo
AMTAC-01 realizou duas ligagdes de hidrogénio convencionais, interacdes hidrofobicas de
empilhamento T e uma ligaco pi-cation com o Zn*?, diferentemente do Vorinostat, que
forma um complexo de coordenacdo com este ion. Foram feitas, também, interacGes com
alguns residuos de aminoacidos que interagem também com o inibidor Vorinostat, como a

Phe208, a Phel52 e a His180, indicando que a molécula interage com o sitio ativo da enzima.

Ja 0 AMTAC-01AC demonstrou realizar trés ligagdes de hidrogénio convencionais
(Figura 3), além de interagdes hidrofobicas do tipo empilhamento, de forma semelhante ao
AMTAC-01 e ao Vorinostat. Além disso, o derivado &cido também exibiu interacbes com
0s residuos de aminodcidos de Phe208, Phel152 e His 143, que interagem com o Vorinostat,
fazendo parte do sitio ativo da enzima. Logo, o menor valor de energia e de constante
inibitéria do novo composto pode ser associada as interagcdes promissoras com o alvo, com

destaque para o residuo acido, que realiza uma ligacdo de hidrogénio extra em relacdo ao
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grupo NH acridinico doador de ligagdo de hidrogénio, presente no prototipo AMTAC-01.
No entanto, apesar de apresentar maior afinidade e poténcia, 0 AMTAC-01AC nao

demonstrou interagir com o ion zinco, como mostrado na Figura 3 (direita).

Em seguida, foi feito o ancoramento com o receptor EGFR, gerando valores de AG
e Ki, dispostos na Tabela 2. Nesse caso, 0 novo composto apresentou maior afinidade e

poténcia pelo alvo EGFR, em relagéo as outras moléculas.

Tabela 2: Resultados de ancoramento dos compostos com EGFR (PDB ID: 4HJO)

Moléculas Energia Livre (4G) Constante de Inibigéo (Ki)
AMTAC-01 -7,82 kcal/mol 1,85 uM
AMTAC-01AC -10,45 kcal/mol 0,02192 uM
Erlotinibe -7,76 kcal/mol 2,05 uM

Fonte: Autoria (2021)

Para explicar essas diferencas de energia livre, pode-se visualizar a Figura 4, abaixo,
mostrando as intera¢des do Erlotinibe, do AMTAC-01 e do novo composto, AMTAC-01AC,

com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), dispostas em um diagrama 2D.

Figura 4: Diagramas 3D de interagcGes de Erlotinibe (esquerda), do AMTAC-01 (centro) e
do AMTAC-01AC (direita) com o receptor EGFR (PDB ID: 4HJO)

INTERACOES
I Ligagio de Hidrogénio Convencional  [J] Empilhamenta T
[ Ligagiio Carbono-Hidrogénio [ Pi-Alquil e Alquil
0 Ppi-sigma I Pi-Cation

Fonte: Adaptado de Discovery Studio 2021 Client (2021)
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Na Figura 4, é possivel perceber que 0 AMTAC-01AC demonstrou realizar trés
ligacGes de hidrogénio convencionais, enquanto que o AMTAC-01 e o Erlotinibe, farmaco
aprovado pela FDA como inibidor do receptor EGFR, exibiram apenas duas interacdes de
hidrogénio. Isso pode justificar a maior afinidade apresentada pelo novo composto em
relagdo as outras duas moléculas analisadas. Além disso, o0 AMTAC-01AC demonstrou,
também, interagir com os aminoacidos Cys773 e Leu694, tal qual o Erlotinibe, indicando
sua presenca no sitio ativo do EGFR, no qual atua também o inibidor aprovado pela FDA.
Portanto, 0 novo composto planejado mostrou-se muito mais promissor que o protétipo
AMTAC-01, para esse alvo, com destaque para a modificagdo molecular feita, uma vez que
o residuo de &cido aceético exibiu duas interacdes de hidrogénio, enquanto que o grupo NH

acridinico do AMTAC-01 realizou apenas uma.

Analise in silico do perfil farmacocinético

Nos estagios iniciais do planejamento de farmacos, estudos in silico de propriedades
como absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo, ajudam a prever caracteristicas
fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas de novas moléculas. Para o estudo
dessas propriedades, alguns padrdes foram estabelecidos para ajudar a prever caracteristicas
comuns de farmacos ja comercializados, possibilitando a determinagdo das moléculas mais

promissoras a serem aprovadas em testes in vitro e in vivo, e chegarem no mercado.

Um farmaco administrado por via oral, pode ter sua absor¢édo prejudicada por vérias
razBes, como baixa solubilidade e permeabilidade através da mucosa. As regras de Lipinski
determinam padrdes a serem obedecidos pela nova substdncia para garantir sua
biodisponibilidade oral (B,). As normas preveem que a ma absorcdo é mais provavel em
farmacos com as seguintes caracteristicas: 1) mais de 5 grupos doadores de ligacdo de
hidrogénio, 2) mais de 10 grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio, 3) peso molecular

maior que 500 g.mol™, 4) coeficiente de partigdo octanol/agua (Log P) maior que 5 (CLogP)
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ou 4,15 (MLogP) (LIPINSKI et al., 1997). Moléculas que violam mais de um desses

parametros tém alta probabilidade de ndo serem bem absorvidas por via oral.

Nesse sentido, 0 Log P determina o coeficiente de parti¢do entre as concentragdes da
substancia na fase organica (octanol) e na fase aquosa. Os farmacos que tém maior afinidade
pela fase organica possuem maior Log P e tendem a apresentar maior taxa de permeabilidade
nas membranas lipidicas, apresentando melhor perfil de biodisponibilidade. Por outro lado,
a baixa solubilidade aquosa também pode interferir na absorcao da molécula. Além disso, 0
peso molecular também pode ser determinante para a absor¢do do farmaco. A maior
absorcdo de compostos com baixo Pm pode ser explicada com base nos principios de difusdo
passiva. Porém, algumas classes de farmacos, como inibidores de renina e inibidores da
protease, tém a maior parte de suas moléculas com Py > 500 g.mol™ e, ainda sim, apresentam
biodisponibilidade adequada (NAVIA, 1996).

Ademais, Veber e colaboradores estabeleceram que a B, do farmaco tem maior
relacdo com o numero de ligacGes rotacionais, a area de superficie polar e a contagem de
ligacOes de hidrogénio, que tendem a aumentar com o peso molecular. De acordo com esses
parametros, moléculas com alta probabilidade de possuir boa biodisponibilidade apresentam
10 ou menos ligacBes rotativas e area de superficie polar maxima de 140 A, ou, no maximo,

12 grupos doadores e aceptores (D.n + ALn) de ligacéo de hidrogénio (VEBER et al., 2002).

Nesse contexto, a area de superficie polar (ou Polar Surface Area — PSA) pode ser
definida como a soma dos grupos aceptores e doadores de elétrons e possui forte correlacdo
com o transporte passivo de drogas através da membrana, permitindo a previsdo do sucesso
de transporte do farmaco (ERTL et al., 2000). Ademais, farmacos que tém menos de sete
ligacOes rotacionais, independentemente do Pm, possuem maior probabilidade de ter boa B,
(VEBER et al., 2002).

Jé& a abordagem feita por Ghose e colaboradores (1999) inclui também os parametros
de refratividade molar (> 40 e < 130), e 0 nimero total de atomos, com uma faixa de

qualificacdo entre 20 e 70, para que o farmaco apresente uma biodisponibilidade adequada.
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Diante dos dados apresentados, na Tabela 3, abaixo, e dos parametros estabelecidos,
é notavel que ambos os farmacos respeitam as regras de drug-likeness de Lipinski, Veber e
Ghose, e tém caracteristicas fisico-quimicas adequadas para uso oral com uma boa
biodisponibilidade, possuindo também uma excelente previsdo de porcentagem de absorcao
intestinal, de 93,67% para 0 AMTAC-01 e 80,78% para o AMTAC-01AC.

Tabela 3: Parametros de drug-likeness e farmacocinéticos dos compostos

Parametros AMTAC-01 AMTAC-01AC
Peso Molecular 376,41 g.mol* 434,45 g.mol*
Aceptores de Ligacéo de H 4 5
Doadores de Ligacdo de H 1 1
MLogP 3,01 2,55
Ligacgdes Rotacionais 2 4
Refratividade Molar 118,19 129,67
N° Total de Atomos 45 51
Glicoproteina-P Inibidor Inibidor e Substrato
Inibicdo de CYP450 1A2, 2C19, 2C9 e 3A4 2C9
Substrato de CYP450 2C19, 2C9 e 3A4 2C19, 2C9e 3A4

Fonte: Autoria (2021)

Outro fator determinante para o sucesso dos farmacos, considerando que ambos
visam o tratamento antineoplasico, é a resisténcia a maltiplas drogas (RMD) por células
tumorais, relacionada ao aumento na expressdo de proteinas como a glicoproteina-P (P-gp).
Em células humanas, a expressao do gene mdrl, em mamiferos, estd envolvida com a RMD,
pois esta diretamente relacionada a P-gp, que utiliza energia proveniente da hidrélise do ATP
para promover o efluxo do quimioterapico (HUBER et al., 2010). As drogam podem, entéo,
se comportarem como substratos (S), ou seja, aquelas que sdo transportados pela P-gp, ou
como indutoras ou inibidoras (lp) do seu transporte. A Tabela 3 apresenta as predi¢des para

a interacdo das moléculas com a P-gp.
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O estabelecimento do AMTAC-01AC como substrato e inibidor da P-gp indica a
possibilidade de que esse composto seja um inibidor competitivo do efluxo de outras
moléculas, ou seja, compete com outros substratos pela ligacdo a um mesmo local da P-gp
(ARAUJO, 2015). O AMTAC-01, por outro lado, foi determinado apenas como I, sendo
um possivel inibidor da hidrélise do ATP. A vantagem desse mecanismo de inibi¢éo,

promovido pelo AMTAC-01, é que este pode ser utilizado em menores concentragdes.

O estudo da farmacocinética de uma droga também inclui os dados sobre
distribuicdo, metabolismo e excrecdo. O volume de distribuicdo (V4) € um parametro
importante para quantificar a distribuicdo do farmaco no corpo humano e fornece uma
referéncia para a concentracdo plasmatica esperada para uma determinada dose, mas nao é
capaz de determinar o padrdo especifico de distribuicdo. O Vg considerado adequado se
encontra na faixa entre 0,04-20 L/kg. Drogas com alto Vd ligam-se fortemente ao tecido,
com baixa concentracdo plasmatica, maior tempo de meia-vida e risco aumentado de
toxicidade (LE, 2020).

Os farmacos que permanecem na circulacdo e tém maior concentragdo plasmatica
tendem a ter um baixo volume de distribui¢do, exigindo maior dose para exercerem sua
atividade no local escolhido. Ambas as moléculas exibiram volumes de distribuicdo
adequados, apresentando valores de 0,482 L/kg para o AMTAC-01 bem como 0,191 L/kg
para 0 AMTAC-01AC. Além disso, o derivado &cido demonstrou ndo atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE), enquanto que o primeiro a atravessa em pequenas quantidades.
Logo, 0o AMTAC-01AC tem menos efeitos colaterais no sistema nervoso central, uma vez

que o objetivo terapéutico é o cancer colorretal.

Ademais, 0 metabolismo de um farmaco ocorre principalmente no figado e pode ser
dividido em duas fases, que tém como objetivo tornar a molécula mais hidrofilica para que
esta possa ser eliminada. O principal sistema enziméatico do metabolismo de fase | é o
citocromo P-450 (CYP450), uma superfamilia de isoenzimas que catalisa a oxidacdo de
muitos medicamentos. As isoenzimas CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19, CYP2D6, CYP2El e

CYP3A4, integrantes da CYP450, atuam no metabolismo da maioria dos medicamentos.
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Assim, moléculas que exercem atividade sobre a mesma familia de enzimas do CYP450,
qguando administrados concomitantemente, podem interagir entre si afetando o efeito

terapéutico de ambos, ou causando toxicidade (BRAZ et al., 2018).

Como citado anteriormente, pessoas com mais de 60 anos sdo as mais afetadas pelo
cancer colorretal. Nesse grupo de individuos, a capacidade do figado de metabolizar através
do sistema enzimatico CYP450 é significativamente reduzida devido a diminui¢do do
volume hepatico e do fluxo sanguineo, levando a niveis mais elevados de concentracdo da
droga no organismo e meia-vida prolongada (LE, 2020). Além disso, um estudo feito por
Braz e colaboradores indicou que 90% dos idosos estudados utilizavam pelo menos um
farmaco com atividade sobre a CYP450 (BRAZ et al.,2018). Sendo assim, é importante notar
que ambas as moléculas tem pelo menos algum tipo de acéo sobre as isoenzimas CYP450
(Tabela 3), sendo, portanto, potenciais causadores de interacdo medicamentosa e correndo o

risco de terem sua atividade reduzida, ou concentracao elevada a niveis tdxicos.

Por fim, a principal via de excrecdo de medicamentos é pelos rins, sendo a droga,
portanto, eliminada na urina. Por isso, h4 a necessidade do aumento da hidrofilicidade
através da metabolizacdo do farmaco. O clearance total de uma droga € um padrdo para
medicéo da excrecao por via biliar, urinaria, por suor e outras vias. O valor 6timo se encontra
entre 5-15 mL/min/kg, conforme o software ADMETIab, e altos valores de depuracéo
podem levar a eliminagdo renal elevada e concentragdes subterapéuticas (UDY et al., 2010).
Embora apenas o0 AMTAC-01 tenha demonstrado clearance dentro da faixa apropriada
(5,298 mL/min/kg), a depuracdo renal do derivado acido apresentou-se pouco abaixo do
limite adequado (4,524 mL/min/kg), com baixo risco de concentracdo plasmatica

subterapéutica por elevada eliminacdo renal.

CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, o novo derivado espiro-acridinico acido, AMTAC-01AC, demonstrou

maior afinidade e poténcia pelos alvos, em relagédo ao protétipo AMTAC-01 e os inibidores
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aprovados pela FDA, Vorinostat e Erlotinibe. Quanto as interagdes, o derivado acido exibiu
mais ligacOes de hidrogénio com ambos os alvos, em relagdo ao AMTAC-01, com destaque
para as interacdes feitas pelo residuo de acido acético, evidenciando que a estratégia de
modificacdo molecular por bioisosterismo ndo classico associado a expansdo molecular foi
favoravel. No entanto, é importante ressaltar que 0 novo composto planejado ndo interagiu
com o ion zinco, presente na enzima HDACS, enquanto que 0 AMTAC-01 promoveu uma
ligacdo pi-cation e o Vorinostat formou um complexo de coordenacdo. Além disso, tanto o
AMTAC-01 como o derivado acido apresentaram interessantes parametros farmacocinéticos
e de drug-likeness. Logo, o0 novo composto, AMTAC-01AC, mostrou-se bastante promissor
para o tratamento de cancer colorretal, com alta afinidade por alvos terapéuticos relevantes,

elevada poténcia e 6timos parametros de drug-likeness e farmacocinética.
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