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APRESENTACAO

A bioinformatica € um campo interdisciplinar, que busca analisar, interpretar
e processar dados biolodgicos, com foco na aplicacdo de técnicas computacionais
intensivas, tais como: métodos computacionais, teoria de grafos, inteligéncia artificial,
algoritmos matematicos, reconhecimento de padrdes, mineracao de dados, algoritmos
de aprendizado de maquina, processamento de imagens e simulagdo computacional.
Como um campo interdisciplinar, a bioinformatica combina diversas areas do
conhecimento, como: engenharia, matematica, fisica, quimica, estatistica, ciéncia da
computacéao e biologia, entre outras.

A coletanea “Introduction to bioinformatics” € um livro composto por 6 capitulos
gue abordam assuntos atuais, tais como: o adenocarcinoma gastrico que é uma
malignidade com elevada incidéncia e mortalidade no mundo; o virus zika (VZIK) que
€ um Arbovirus que pertence a familia Flaviviridae; As H + -ATPases que s&o proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a capacidade de utilizar a energia quimica
da hidrélise de ATP para expulsar os prétons para o ambiente extracelular, atuando
na manutencdo da homeostase idnica e transporte de solutos; o virus da familia
Geminiviridae que tem sido intensamente estudado devido a gravidade das doencas
causadas em varias culturas importantes como: feijao, algodao, milho, tomate e
mandioca.

Espero que os capitulos deste livro possam contribuir efetivamente na
disseminagdo dos conhecimentos relevantes da bioinformatica, proporcionando uma
visdo ampla sobre este campo de conhecimento.

Assim, desejo a todos uma excelente leitura.

Ernane Rosa Martins
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RESUMO: O adenocarcinoma gastrico é
uma malignidade com elevada incidéncia
e mortalidade no mundo. Buscando novas
alternativas de tratamento, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antitumoral
do benzotiazol AFNO1 na linhagem de
adenocarcinoma  gastrico ACP03. Além
disso, realizar a predicdo computacional da
farmacocinética e farmacodinamica dessa
molécula, bem como o docking molecular com
um alvo farmacoldgico relevante encontrado na
predicdo. Para tanto, foi realizado o ensaio do
MTT para a avaliacdo do potencial citotoxico e
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a microscopia de fluorescéncia para medir a capacidade de inducé&o de morte celular,
com os fluoréforos Diacetato de Fluoresceina, Hoechst 33342 e lodeto de Propideo.
O resultado da curva concentragcéo-resposta revelou um efeito citotoxico promissor
na linhagem com valores de CI50 em torno de 17,24 uM para 24h, 8,23 uM para
48h e 1,39 yM para 72h de tratamento. A AFNO1 foi capaz de induzir apoptose nas
concentragcbes de 1 e 2 yM. As analises computacionais identificaram propriedades
farmacocinéticas relevantes como capacidade de absor¢ao intestinal positiva, inibigdo
do CYP1A2, CYP2C9 e CYP3A4, inibicao fraca de hERG e toxicidade oral aguda
classe lll. A predicdo farmacodinamica identificou alvos moleculares relacionados
a atividade antitumoral. A enzima TDP1 foi selecionada para o docking molecular,
indicando uma energia de ligagdo de -7.5 kcal/mol com o benzotiazol e importantes
interagcdes com residuos do sitio catalitico da enzima. Em concluséo, o composto
benzotiazélico AFNO1 se mostrou um excelente candidato para o tratamento do
adenocarcinoma gastrico, com bons paréametros farmacocinéticos preditos e possivel
alvo farmacolégico relevante do ponto de vista molecular.

PALAVRAS-CHAVE: FARMACOCINETICA; FARMACODINAMICA; BENZOTIAZOL

ABSTRACT: Gastric adenocarcinoma has high incidence and mortality rates
worldwide. The aim of this study was to evaluate the antitumor activity of benzothiazole
AFNO1 against ACP03 gastric adenocarcinoma cell line. Furthermore, computational
prediction of the pharmacokinetics and pharmacodynamics of this molecule and the
molecular docking with the relevant pharmacological target found were performed. The
MTT assay was performed to evaluate the cytotoxic potential of the compound and
fluorescence microscopy was used to measure cell death induction with Fluorescein
Diacetate, Hoechst 33342 and Propidium lodide fluorophores. The result of the
concentration-response curve obtained by MTT assay revealed a relevant cytotoxic
effect against the lineage with 1IC50 values around 17.24 pyM at 24 h, 8.23 pyM at 48
h and 1.39 pM at 72 h of exposure. AFNO1 was able to induce apoptosis at 1 and 2
MM. Computational analyses identified relevant pharmacokinetic properties such as
positive intestinal absorption, inhibition of CYP1A2, CYP2C9 and CYP3A4, as well
as weak inhibition of hERG and class Ill acute oral toxicity. The pharmacodynamic
prediction identified molecular targets related to antitumor activity. The enzyme TDP1
was selected for molecular docking, indicating that benzothiazole has a binding energy
of -7.5 kcal/mol and important interactions with catalytic site residues of the enzyme.
In conclusion, the AFNO1 benzothiazole compound is an excellent candidate for the
treatment of gastric adenocarcinoma, with good predicted pharmacokinetic parameters
and a potentially new molecular target.

KEYWORDS: PHARMACOKINETICS; PHARMACODYNAMICS; BENZOTHIAZOLE

11 INTRODUCAO

O adenocarcinoma gastrico € uma das malignidades originadas no estbmago
com elevada incidéncia e mortalidade no mundo. Apesar de um aparente declinio em
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sua incidéncia, este ainda tem um progndstico ruim e é muitas vezes diagnosticado
em estagios avancgados, o que leva ao aumento nas taxas de mortalidade (CARCAS,
2014; GABR et al., 2014). Nesse sentido, o cancer gastrico exige atencao continuada
€ novas pesquisas relacionadas a prevencéo, deteccao precoce e novas opgoes
terapéuticas.

Dependendo do tamanho e localizagdo do tumor primario, a terapia mais utilizada
€ a ressecgao cirurgica com gastrectomia total ou subtotal. As terapias alvo dirigidas
tém sido importantes para o aprimoramento das intervengdes terapéuticas (CARCAS,
2014). Vérios estudos vém sendo desenvolvidos na intencdo de ampliar as opc¢oes
de tratamentos disponiveis com o intuito de melhorar a resposta farmacolégica e a
sobrevida dos pacientes (CARCAS, 2014; QIN, 2014).

Nesse contexto, os benzotiazois constituem uma classe importante de agentes
terapéuticos. Compostos derivados dessa molécula ja demonstraram diversos efeitos
farmacologicos, incluindo atividades antimicrobiana, antiinflamatéria e antitumoral
(GABR et al., 2014). Nogueira e colaboradores (2010) sintetizaram onze hidrazonas
contendo o ndcleo benzotiazblico, dentre essas, o composto (E)-2-((2-(benzo[d]tiazol-
2-il)hidrazono)metil)-4-nitrofenol) (AFNO1) foi o Unico que demonstrou citotoxicidade
nas linhagens cancer de colon (HCT-8), de mama (MDAMB-435) e leucemia (HL-60).
Além disso, no estudo de Vasconcelos e colaboradores (2018) foi avaliado a atividade
deste composto em linhagens de melanoma maligno, comprovando seu potencial
antitumoral, indutor de apoptose e inibidor de migracéo e invasao in vitro.

Com base na necessidade de novos farmacos como alternativas ao tratamento do
adenocarcinoma gastrico, esse trabalho teve por objetivo testar a atividade antitumoral
do benzotiazol (E)-2-((2-(benzo[d]tiazol-2il)hidrazono)metil)-4-nitrofenol na linhagem
de adenocarcinoma gastrico do tipo difuso ACPO03, realizar a predicdo computacional
da farmacocinética e farmacodinamica dessa molécula, bem como o docking molecular
com o alvo farmacoldgico relevante encontrado na predicéo.

2| METODOLOGIA

2.1 Cultivo celular

A linhagem de adenocarcinoma gastrico utilizada neste estudo foi estabelecida
no Laboratério de Citogenética Humana situado na Universidade Federal do Para
(UFPA), a partir de um tumor primario de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal
de um paciente natural do Brasil (LEAL et al., 2009). As células foram cultivadas em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®), suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®), 100 U / mL de penicilina e 100 pg / mL de
estreptomicina (Gibco® ). A linhagem celular foi armazenada em estufa com ambiente
contendo 5% de CO,a 37°C.
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2.2 Ensaio MTT

Acitotoxicidade do benzotiazol AFNO1 foi avaliada nalinhagem de adenocarcinoma
gastrico ACP03 e determinada por meio do ensaio do MTT (BERRIDGE et al., 1996). A
linhagem foi semeada na densidade de 3x108 células por po¢o em placas de 96 pocos
e incubados por 24 h. Em seguida, a solu¢ao estoque de AFNO1 (10 mM) foi diluida em
meio de cultura para obtencdo de uma curva de concentracéao (10 yM a 0,156 pyM). O
controle negativo foi tratado com o solvente DMSO (0,01%) e o controle positivo com
doxorrubicina por 24, 48 e 72 horas. Adensidade 6tica foi medida por espectrofotometria
no comprimento de onda de 550 nm. Os valores de C150 (concentragao inibitoria de 50%
do crescimento celular) e IC95% (intervalo de confianca de 95%) foram obtidos a partir
de uma regressao nao linear sigmoidal seguindo a equacao Y=100/(1+10”((LoglC50-
X)*HillSlope)).

2.3 Estudo do padrao de morte celular

A capacidade de inducdo de morte celular foi realizada através da anélise
morfoldgica das células por microscopia de fluorescéncia utilizando os fluoréforos
Diacetato de Fluoresceina (DAF), Hoechst 33342 (HO) e lodeto de Propideo (IP). O
método se baseia na revelagao diferencial das células viaveis, apoptéticas e necroticas
frente a esses fluoré6foros. O DAF € lipossoluvel e cora o citoplasma em verde, enquanto
que o HO lipossoluvel intercala no DNA corando o nucleo em azul. Por outro lado, o
IP é um intercalante de DNA hidrossoluvel e s6 marca o nucleo se houver perda da
integridade da membrana plasmatica (CHAN et al., 2015).

Dessa maneira, as células viaveis possuem membrana integra em verde e
apresentam nucleo uniforme corado em azul. As células em apoptose (membrana
ainda integra) apresentam manchas azuis brilhantes com condensagao da cromatina e
fragmentagao nuclear, por vezes sao marcadas por |P na apoptose tardia ou secundaria
em que ocorre o afrouxamento da membrana permitindo que o corante incorpore no
nucleo. Ha ainda alteragbes na membrana celular em decorréncia da formacao de
corpos apoptoticos. Ja as células em necrose sao coradas inteiramente em vermelho,
devido a perda da integridade plasmatica, e apresentam-se com tamanho celular
aumentado (GALLUZZI et al., 2018).

2.4 Analise por ferramentas computacionais

2.4.1 Desenho do ligante

A estrutura bidimensional (2D) do composto foi desenhada no programa
MarvinSketch®. A partir do modelo, obteve-se o SMILES (Simplified Molecular Input
Line Entry Specification), uma forma de representar a molécula com caracteres
comuns.
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2.4.2 Predicdo farmacocinética

As propriedades de similaridade a farmacos (drug-likeness), baseadas nas
Regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997; LIPINSKI, 2000), também foram preditas.
Essa regra caracteriza farmacos de melhor absorcdo como aqueles com log P <5
(log do coeficiente de particdo da molécula), peso molecular < 500 Da (PM), nimero
de aceptores de ligacdo de hidrogénio < 10 (ALH), numero de doadores de ligacéo
de hidrogénio < 5 (DLH) e area de superficie polar < 140 A (ASP). Além disso, uma
regra adicional, proposta por Veber, diz que o nimero de ligagdes rotacionaveis (NLR)
nao deve ser superior a 10, visto que a molécula deve adotar uma conformacao fixa
para interagir com o alvo, passar pelas membranas, e a0 mesmo tempo adotar a
conformacéo ativa (VEBER et al., 2002). A violacdo de duas ou mais dessas regras
podem indicar possiveis problemas na biodisponibilidade oral. Para tanto, o SMILES
foi utilizado no servidor molinspiration.

A ferramenta admetSAR foi usada para calcular os parametros de absorcéo,
dispersao, biotransformacao e toxicidade teoéricos dos benzotiazbis (CHENG et al.,
2012). Esta informacé&o € util para a conducéo de estudos que necessitam de uma
avaliagdo do risco para humanos. O método da ferramenta é baseado na similaridade
estrutural com outros compostos de parametros farmacocinéticos ja conhecidos e
descritos em modelos bioldgicos, presentes no banco de dados do servidor. Para a
realizacao deste método, o SMILES da molécula estudada foi submetido no servidor
admetSAR (CHENG et al, 2012)

2.4.3 Avaliagéo do perfil farmacodinédmico

Os possiveis alvos terapéuticos da molécula AFNO1 foram avaliados por
meio do servidor SwissTarget Prediction. Esse servidor compara a similaridade dos
compostos com uma biblioteca de 280.000 compostos ativos, em mais de 2.000 alvos
farmacolbgicos, em organismos diferentes (GFELLER; BASSANI-STERNBERG,
2018). Novamente, o SMILES da molécula foi submetido a ferramenta online, e os
alvos foram classificados segundo uma fungéo de probabilidade.

2.4.4 Preparo do ligante

Com o uso do programa Avogadro®, a estrutura 2D informada pelo SMILES foi
convertida no esqueleto tridimensional (3D), seguindo a correta estereoquimica. Em
seguida, todas foram submetidas a otimizagdo geométrica do Avogadro® e salvas em
“mol2”. O software AutoDock Tools (ADT) foi utilizado para converter as moléculas
no formato “.mol2” em “.pdbqt”, contendo somente os hidrogénios polares e com as
definicdes de ligacdes de rotacao livre ou rigida.
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2.4.5 Preparo do alvo farmacologico

Apoés a avaliagcdo dos alvos farmacodinamicos, foi feita a busca das estruturas
cristalograficas dos potenciais receptores. O Protein Data Bank (PDB) foi utilizado para
busca e download das estruturas no formato “.pdb”. O software PyMol® foi utilizado
para visualizacdo e manipulagéo dos arquivos, a fim de remover moléculas de agua,
ligantes nativos, outros reagentes e adicionar os atomos de hidrogénios.

2.4.6 Ancoragem (docking) molecular

Os arquivos do receptor e do ligante foi convertido, respectivamente, do formato
“.pdb” para “.pdbqt”, por meio do software Auto Dock Tools (ADT). O mesmo programa
também foi utilizado para visualizagdo do tamanho e centro do grid box, que foi anotado
para a definicdo das configuragbes do docking com o software Vina® (TROTT; OLSON,
2010). Além do tamanho nos eixos X, y e z, e das coordenadas do centro da caixa (nos
mesmos eixos), o parametro de exhaustiveness (exaustividade) também foi definido
no arquivo de configuragéo de cada docking. O valor padrao para a exaustividade é de
8, mas o valor escolhido para este trabalho foi de 150, permitindo um maior tempo de
busca da conformagé&o e aumentando a probabilidade de encontrar o minimo global.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do ensaio do MTT foi obtida uma curva concentracéo-resposta com um
efeito citotoxico relevante contra a linhagem ACP03 com valores de CI50 [Intervalo de
confiangca com 95%] em torno de 17,24 uM [14,92 — 19,92] para 24h, 8,23 yM [7,02
— 9,65] para 48h e 1,39 uM [1,14 — 1,69] para 72h. O resultado pode ser visualizado
na Figura 1. Nogueira e colaboradores (2010) mostraram que o benzotiazol AFNO1
obteve uma atividade anticancer in vitro contra células de céncer de colon (HCT-
8), mama (MDAMB-435) e leucemia (HL-60), sendo a linhagem leucémica a mais
sensivel ao composto com um CI50 de 1,66 yM. Portanto, os resultados encontrados
neste estudo mostram que o composto AFNO1 € significativamente sensivel contra a
linhagem de cancer gastrico do tipo intestinal com uma poténcia de 1,39 yM apéds 72
horas de tratamento.

Este potencial citotéxico observado na linhagem de céncer géastrico é de extrema
importéancia, visto que ja foi descrito na literatura que esta linhagem celular possui
uma expressiva quimiorresisténcia contra alguns farmacos utilizados rotineiramente
na clinica, como a cisplatina (CI50 de 28,62 yM) e irinotecano (CI50 de 32,07 uM)
(PINTO et al., 2015). A citotoxicidade dos benzotiazbis descrita na literatura é variavel.
Alguns trabalhos mostram que os derivados de benzotiaz6is podem ter uma poténcia
em torno de 20 M e outros mostram uma poténcia baixa em torno de 2 yM, condizente

com o efeito mostrado neste presente trabalho.

Introduction to Bioinformatics Capitulo 2




ACP03

1501
o 24h

= 48
w] 0 4 T2h

Viabilidade celular %
[}
o
n

0 T T T T 1
-1.0 0.5 0.0 05 1.0 15

AFNO01 [Log uM]

Figura 1: Efeito citotoxico da AFNO1 na linhagem ACPO03. A atividade citotoxica foi avaliada
através do ensaio do MTT em trés tempos distintos de tratamento, foi realizada uma curva de
concentracdo da substancia teste (10-0.156 uM).

Com o intuito de esclarecer o padrao de morte desencadeado pelo efeito
citotéxico do composto AFNO1, a analise por microscopia de fluorescéncia mostrou
que o composto AFNO1 foi capaz de induzir de forma significativa apoptose nas
concentragbes de 1 e 2 yM (P<0.05), assim como a doxorrubicina, utilizada como
controle positivo (Figura 2). Este efeito pr6-apoptdtico observado € consistente com
0 observado na literatura com outros benzotiazois que foram identificados como
bloqueadores do ciclo celular e indutores de morte celular por apoptose (WANG et al.,
2011; SINGH et al., 2016).

A apoptose é um importante mecanismo de defesa para as células, impedindo
a proliferacéo desordenada em condi¢des normais e, portanto, tem sido considerada
um alvo para o desenvolvimento de novos farmacos anticancer (PFEFFER; SINGH,
2018). Portanto, por ser capaz de induzir a morte celular por apoptose em baixas
concentracgdes, o benzotiazol AFNO1 pode prover uma nova abordagem terapéutica.
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%
*
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Figura 2: Analise do mecanismo de morte celular. NUmeros de células viaveis, apoptoticas
e necrbticas. A doxorrubicina (2 uM) foi usado como controle positivo. Os dados séo
apresentados como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. As amostras
tratadas foram comparadas com o controle negativo DMSO, analisados estatisticamente
usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferencgas significativas: ***p<0.001.
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As analises computacionais sédo de extrema importancia para o desenvolvimento
de novos farmacos para o mercado, pois fornecem informagdes uteis que direcionam os
estudos a um baixo custo e sem utilizagéo de animais de laboratério (YAN et al., 2017).
Primeiramente, a avaliagao do perfil fisico-quimico pelo programa Molinspiration (tabela
1) identificou que a molécula AFNO1 se adequou os parametros propostos por Lipinski
e Veber (LIPINSKI et al., 1997; LIPINSKI, 2000; Veber et al., 2002). Portanto, este
resultado indica que a molécula é passivel de boas caracteristicas farmacocinéticas
quanto a absorcéao e biodisponibilidade.

Propriedades fisico-quimicas

LogP 3,66
ASP 103,33
PM 314,33
ALH 7
DLH 2
NLR 4

Tabela 1 — Parametros preditos pelo servidor Molinspiration.

Na andlise pelo servidor admetSAR foram identificadas propriedades
farmacocinéticas relevantes, como capacidade de absorcdo intestinal positiva,
confirmando a possibilidade de administracéo oral do composto. Ainibicdo do CYP1A2,
CYP2C9 e CYP3A4 também foi encontrada, importante na questdao do metabolismo
de farmacos e interacdes medicamentosas. Outro pardmetro avaliado foi a inibicao
de canais iGnicos de potassio hERG que mostrou ser fraca, indicando uma baixa
probabilidade de cardiotoxicidade (YU et al., 2015). A presenca de toxicidade oral
aguda classe Ill (LD50 entre 500 e 5000 mg/kg) corrobora com a hipbétese de que o
benzotiazol AFNO1 é um composto seguro e aceitavel para o consumo humano (BOIK;
NEWMAN, 2008). Entretanto, ainda ha a necessidade dos estudos bioldgicos in vivo
para a confirmacgéo de tais resultados encontrados no modelo in silico.

A predicdo farmacodindmica permitiu a triagem de alvos moleculares de
importéncia para a atividade antitumoral. Nesta andlise, os alvos farmacologicos
séo triados baseados na similaridade estrutural dos ligantes em estudo com ligantes
com alvos ja conhecidos. Dentre diversos alvos encontrados, a enzima Tirosil-DNA
fosfodiesterase-1 (TDP1) foi um dos alvos com maior probabilidade de ligacdo com a
AFNO1 (tabela 2).

Introduction to Bioinformatics Capitulo 2




Target Uniprot ID Gene Code Probability

Microtubule-associated protein tau P10636 MAPT 0.68
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 Q9NUWS8  TDP1 0.63
Arachidonate 5-lipoxygenase P09917 ALOX5 0.46
Arachidonate 15-lipoxygenase P16050 ALOX15 0.46
Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type P18054 ALOX12 0.46
Arachidonate 15-lipoxygenase B 015296 ALOX15B 0.46
Arachidonate 12-lipoxygenase, 12R-type 075342 ALOX12B 0.46
Epidermis-type lipoxygenase 3 Q9BYJ1 ALOXE3 0.46
Focal adhesion kinase 1 Q05397 PTK2 0.29
Protein-tyrosine kinase 2-beta Q14289 PTK2B 0.29

Tabela 2 - Predi¢édo dos alvos farmacoldgicos utilizando o servidor SwissTarget Prediction.

A TDP1 é uma enzima importante relacionada com mecanismos de reparo do
DNA, atuando em conjunto com a enzima Topoisomerase-1, remove lesbes na ponta
3’ da fita de DNA e protege contra uma possivel degradagao durante o reparo (FLETT
et al., 2018). Apds essa identificacao, a enzima TDP1 foi selecionada para o docking
molecular. O resultado mostrou que o benzotiazol possui uma energia de ligacao
de -7.5 kcal/mol e importantes interacbes com residuos do sitio catalitico da enzima
(Figuras 3 e 4). Interacdes como ligacbes de hidrogénio convencionais compdem a
maior parte da interacdo entre o ligante AFNO1 e a proteina TDP1, favorecendo a
estabilidade da molécula dentro da cavidade catalitica. Estes dados sdo importantes
no que diz respeito ao entendimento do mecanismo de agcao do composto para produzir
o efeito anticancer esperado. Ao inibir a enzima TDP1, o composto AFNO1 impede o
mecanismo de reparo do DNA da célula tumoral, direcionando a célula para a via de
morte celular programada (MEISENBERG et al., 2015).

Figura 3: Docking molecular da molécula AFNO1. A estrutura da proteina TDP1 esta
representada em azul e a molécula em vermelho. Ao lado, a ampliagdo da imagem mostra com
mais detalhes o ligante acomodado na cavidade catalitica da enzima.
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Figura 4: Representacao das interacdes da molécula e do ligante.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, o composto benzotiazélico AFNO1 é um excelente candidato para
o tratamento do adenocarcinoma géstrico, com parametros farmacocinéticos preditos
aceitaveis e possivel alvo farmacoloégico relevante do ponto de vista molecular.
Entretanto, faz-se necessario a realizacdo de mais ensaios para a confirmagcao dos
efeitos celulares e moleculares, bem como os aspectos toxicolégicos em modelos
animais, para que entao o possivel farmaco possa seguir para as fases clinicas.
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