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RESUMO

O cancer de mama ¢ a principal causa de morte por cancer entre as mulheres, sendo os subtipos
triplo-negativo e triplo-positivo os que apresentam maiores desafios terapéuticos. Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos de compostos sintéticos derivados
de tiazol em linhagens celulares de cancer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7), assim como em
células hepaticas (HepG2) e fibroblastos (HFF-1). Para isso, foram realizados ensaios in vitro de
viabilidade celular para determina¢ao dos valores de ICs,, além de testes de inibigdo da
polimerizacdo da tubulina. Como abordagem complementar, empregaram-se estudos in silico,
incluindo ancoragem molecular, analise de propriedades fisico-quimicas. Dos 11 derivados de tiazol
avaliados, os compostos 2, 8, 9 e 10 se destacaram pela atividade inibitéria significativa e pela
seletividade promissora contra a linhagem MCF-7 (ICso < 5 puM; IS > 10). Esses compostos
demonstraram, em ensaio de polimerizagdo da tubulina, um perfil de desestabilizagao dos
microtibulos semelhante ao da colchicina, indicando possivel interferéncia no ciclo celular,
especialmente na fase G2/M, com potencial indu¢do de apoptose. Em alinhamento com esses
resultados, a ancoragem molecular revelou que os derivados de tiazol, especialmente os compostos
2 e 8, apresentam alta afinidade pelo sitio da colchicina na tubulina, destacando-se como potenciais
inibidores da polimeriza¢do dessa proteina. Além disso, esses compostos mostraram propriedades
fisico-quimicas compativeis com boa absorc¢ao intestinal e auséncia de permeabilidade a barreira
hematoencefalica, evidenciando perfil favoravel para desenvolvimento farmacoldgico. Dessa forma,
os derivados de tiazéis avaliados combinam eficacia antiproliferativa, seletividade e caracteristicas
farmacocinéticas adequadas, consolidando-se como candidatos promissores para o desenvolvimento

de novos agentes antitumorais, especialmente para os subtipos mais agressivos do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Tiazodis. Atividade antitumoral.



1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado de células anormais,
que podem invadir tecidos adjacentes e se espalhar para outras partes do corpo através da metastase.
Estima-se que para 2025 o impacto dessa doenga corresponda a mais de 80 % dos 20 milhdes de
novos casos, ou seja, 1 em cada 5 individuos irdo desenvolver algum tipo de cancer antes dos 75
anos [1]. Atualmente, o cancer de mama ¢ o mais diagnosticado e o que mais causa mortes entre
mulheres. Segundo estimativas do Global Cancer Observatory (GCO), uma em cada 20 mulheres
no mundo sera diagnosticada com a doenga, e proje¢des indicam cerca de 3 milhdes de novos casos
e 1 milhdo de mortes até¢ 2050 [2,3]. No Brasil, conforme dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), ha uma estimativa de 74 mil novos casos de cancer de mama para o ano de 2025 [4].

Os subtipos de cancer de mama sdo classificados com base na expressdo de receptores
hormonais e proteinas. Um dos mais agressivos ¢ o cancer de mama triplo negativo, (TNBC, do
inglés Triple Negative Breast Cancer), que corresponde a 10-15% dos casos. Esse subtipo ndo
expressa receptores de estrogénio, progesterona ou receptor tipo 2 de crescimento epidérmico
humano (HER2, do inglés, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), destacando-se por ser o
mais invasivo € com alto indice mitético limitando as opgdes terapéuticas e tornando a
quimioterapia a principal abordagem [5,6]. Em contraste, o cancer de mama triplo positivo, inclui
receptores de estrogénio na superficie celular e permite o uso de terapia hormonal como parte do
tratamento. Esse subtipo representa cerca de 10% de todos os casos diagnosticados ¢ ele ¢ agressivo
mas ao mesmo tempo responsivo as terapias existentes [7,8].

Um dos maiores desafios no tratamento desses canceres € a resisténcia as terapias
disponiveis. Enquanto alguns subtipos ndo respondem a terapia hormonal devido a falta de
receptores, outros desenvolvem mutagdes que permitem as células cancerigenas escaparem da
apoptose [9,10]. Em relacdo as opg¢des de tratamento disponiveis para o cancer de mama, a
radioterapia e a cirurgia, embora amplamente utilizadas, sao procedimentos invasivos € que podem
ndo remover completamente o tumor, o que leva a recidiva da doenga. Assim, a quimioterapia surge
como uma alternativa a esses tratamentos, uma vez que visa aumentar a chance de cura e diminuir o
risco de recorréncia [11]. Apesar disso, os farmacos quimioterapicos existentes tém uma
desvantagem significativa, a sua baixa seletividade, o que faz com que atinjam tanto células
saudaveis quanto células cancerigenas, fazendo com que sua eficacia seja limitada e compromete a

qualidade de vida dos pacientes [12,13].



Diante das limitagdes, a busca por desenvolver compostos quimicos que possam afetar
especificamente os processos biologicos relacionados ao cancer ¢ crucial, e a tubulina se destaca
como um alvo importante. Essa proteina desempenha um papel essencial na formacao dos
microtibulos, um componente do citoesqueleto, formados pela polimerizagdo de heterodimeros de
a- ¢ B-tubulina, que sdo estruturas fundamentais para diversas fungdes celulares, como proliferagdo
celular, transporte intracelular, trafego de organelas e angiogénese. No sistema microtubular, a
formacdo dos microtiubulos ocorre em um equilibrio dindmico entre a polimerizacdo e a
despolimerizagdo dos heterodimeros de o/B-tubulina. Nesse ambito, os moduladores de tubulina
tém um papel chave na regulacdo da dinamica e organiza¢do dessas estruturas. No contexto do
tratamento do cancer, interferir na estabilidade dindmica dos microtubulos ¢ de suma importancia,
pois isso afeta diretamente processos como a formagao do fuso mitotico, essencial para a divisao
celular, levando a interrup¢do desse ciclo e, consequentemente, a apoptose das células cancerigenas
[14-17]. Além disso, como as células cancerosas estdo em fase de divisdo com maior frequéncia do
que as células normais, elas sdo mais sensiveis a agentes anti-tubulina.

Os farmacos da classe dos moduladores de tubulina podem ser classificados a partir dos
locais distintos de ligagdo a tubulina, 8 sitios ja foram descritos na literatura (colchicina,
gatorbulina, laulimalida, maitansina, pironetina, taxano, todalam e vinca) [18]. Outra forma de
classificar os moduladores de tubulina é de acordo com seu mecanismo de acao em duas categorias
principais: estabilizadores e desestabilizadores de microtiibulos. Os moduladores de tubulina que
tem como alvo o sitio da colchicina sao um exemplo de desestabilizadores de microtabulos [19,20].

Além da modulacdo da tubulina, outra estratégia promissora no desenvolvimento de
farmacos antitumorais ¢ a utilizagdo de heterociclos, como os tiazois, que apresentam relevancia
significativa no tratamento do cancer de mama. Aproximadamente 75% dos medicamentos
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para cancer de mama contém heterociclos
com nitrogénio e enxofre. Dentre os heterociclos, os tiazdis e seus derivados demonstraram uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos antitumorais, antibacterianos e
anti-inflamatorios [21-23]. A identificacdo de novas moléculas contendo tiazdis pode levar ao
desenvolvimento de compostos otimizados, com potencial para tratar subtipos de cancer, como o
triplo-negativo e o triplo-positivo. Portanto, a caracterizagdo da atividade dessas moléculas e a
elucidacdo de seus mecanismos de agdo sdo passos fundamentais para a descoberta de novos

farmacos, oferecendo a possibilidade de terapias mais eficazes e com menos efeitos colaterais.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens celulares

Para realizacdo dos ensaios de citotoxicidade in vitro, foram empregadas 4 linhagens
celulares: (I) MDA-MB-231 (ATCC N. HTB-26), células tumorais de cancer de mama triplo
negativo; (II) MCF-7 (ATCC N. CCL-171), células tumorais de mama humana; (IIT) HFF-1 (ATTC
SCRS-1041), fibroblasto nao-tumoral de pele humana; (IV) HepG-2 (ATCC N. HB-8065),
carcinoma hepatocelular. As linhagens (I), (IIT) e (IV) foram cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium — Cultilab®). A linhagem (II) foi mantida em meio RPMI
1640 (RoswellPark Memorial Institute — Cultilab®). Ambos os meios foram suplementados com
10% de soro fetal bovino (SFB, GibcoTM) e 1% de estreptomicina (100 pg/mL), e penicilina (200
U/mL) (Sigma-Aldrich®). As células em cultura foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% de
CO,.

2.2 Compostos quimicos

Os compostos testados foram sintetizados e disponibilizados pelo Prof. Dr. Celso de Oliveira
Rezende Junior ao Laboratorio de Quimica Medicinal ¢ Computacional (LQMC) Os compostos
representados na Tabela 1 sdo: TJL146 (1); TJL149 (2); TIL152 (3); TIL161 (4); TIL163 (5);
TJL168 (6); TIL169 (7); TIL172 (8); TIL267 (9); TIL270 (10); TJL296 (11). As solugdes estoque
dos compostos foram preparadas na concentracdo de 10 mM em 100% de dimetilsulfoxido (DMSO)
e diluidas em meio de cultura com concentragdo indicada para os diferentes ensaios. A

concentracao final de DMSO foi de 1% em cada amostra.

Tabela 1. Compostos sintéticos da classe dos tiazois.
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2.3 Ensaios in vitro

2.3.1 Ensaios de Viabilidade Celular

Foram semeadas uma densidade celular de 2 x 10* células/po¢o em placas de 96 pogos das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente. As placas foram incubadas durante 24h em
estufa a 37 °C e 5% de CO,. Transcorrido este periodo, com os compostos testes foram adicionados
nas concentragdes 0,0625 - 64 uM. A colchicina 10 — 0,0097 uM e doxorrubicina (20 — 0,0195 uM)
foram utilizadas como controles positivos. Em seguida, as placas foram incubadas por 72 h (37 °C
e 5% CO,). Ap6s o periodo de incubagdo, 20 pL de resazurina (Sigma-Aldrich), foram adicionados
em cada poco e as placas incubadas por 4h. Apos, as placas foram lidas em fluorimetro de
microplacas (Spectramax Gemini EM , Molecular Devices) em um comprimento de onda de
excitagdo de 536 nm e emissdo em 588 nm. Os valores de concentragdo citotdxica para 50%
(CCy), foram calculados automaticamente a partir das curvas de dose-resposta usando o logaritmo
da concentracao de inibidor versus a resposta normalizada entre 0 e 100%, utilizando o software

GraphPad Prism 8.2.1 (GraphPad Software Inc., Estados Unidos).

2.3.2 Ensaios de citotoxicidade em hepatocitos e seletividade em fibroblastos
Fibroblastos humano (HFF-1) e células hepaticas (HepG2) foram semeadas na concentragdo
de 2 x 10* e 4 x 10* células/pogos, respectivamente em placas de 96 pocos em meio DMEM e

incubadas por 24h (37 °C e 5% de CO,), para adesao celular. No dia seguinte, os compostos foram



adicionados em dilui¢do seriada (11 concentragdes de 64 a 0,0625 uM) e as placas incubadas por
72h (37 °C, 5% de CO,). A doxorrubicina (20 a 0,0195 uM) e a colchicina (10 a 0,0097 uM) foram
utilizadas como controle positivo. Apds o periodo de incubagdao, 20 pL de resazurina
(Sigma-Aldrich), foram adicionados aos pocos e as placas incubadas por 4h. Em seguida, as placas
foram lidas em fluorimetro de microplacas (Spectramax Gemini EM , Molecular Devices) em um
comprimento de onda de excitagdo de 536 nm e emissdao em 588 nm. Os valores de concentragdo
citotoxica para 50% (CCs,), foram calculados automaticamente a partir das curvas de dose-resposta
usando o logaritmo da concentracdo de inibidor versus a resposta normalizada entre 0 e 100%,

utilizando o software GraphPad Prism 8.2.1 (GraphPad Software Inc., Estados Unidos).

2.3.3 Ensaio de Polimerizacao da Proteina Tubulina

A modulagdo da tubulina foi avaliada por meio da polimerizagao da proteina in vitro. Foram
realizados ensaios de fluorescéncia utilizando kits da Cytoskeleton (Denver, CO, USA, codigo
BKOI11P). Os ensaios foram realizados em microplacas pretas de meia area com 96 pogos. Em cada
poco foram adicionados 5 pl de composto solubilizado em 10% de DMSO e 45 pl de mistura
reacional (2 mg/ml de tubulina; 80 mM PIPES; 0,5 mM EGTA; 1 mM GTP; 2 mM MgCl2, 15% de
glicerol e 10 pM de DAPI; em pH 6,9) com o auxilio de uma pipeta multicanal. A concentragao
final de DMSO no ensaio foi de 1% a fim de permitir a solubilizagdo dos compostos no meio
reacional sem afetar a cinética de reacdo dos ensaios. Em seguida, a placa foi colocada no
fluorimetro SpectraMax Gemini EM (Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA)
pré-aquecido a 37°C e analisadas utilizando-se os comprimentos de onda de excitagdo em de 340 e
emissdo em 460 nm. Foram executados 70 ciclos de leitura com intervalos de 45s entre duas leituras

do mesmo pogo.

2.4 Ensaios in silico

2.4.1 Ancoragem Molecular

Os compostos foram desenhados no programa de licenga académica MarvinSketch
(Chemaxon, v.24.3.0) com ajustes de pH baseado no pH fisioldgico (pH 6.9) do alvo proteico
(PDB) e otimizada no Avogadro 1.2.0 (campo de forca MMFF94, dE = 1 x 107" kJ/mol) [24],
depois exportada como arquivos MOL2. A estrutura da proteina tubulina (PDB ID: 3DU7,

resolugdio 4.10 A) foram baixadas do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein



Data Bank (RCSB PDB) (http://www.rcsb.org/pdb), e distribui¢des de carga de superficie em pH
fisiologico foram calculadas empregando o solucionador adaptativo de Poisson-Boltzmann (APBS)
e servidores PDB2PQR (https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr), com o campo de forca
PARSE [25]. Simula¢des de ancoragem molecular foram realizadas usando GOLD v.2024.1.0,
empregando ChemPLP (com ASP como funcdo de rescore). Cada experimento de ancoragem
consistiu em 10 execu¢des independentes por estrutura, com poses classificadas com base em
fungdes de  pontuagdo e prevaléncia, analisadas no  PLIP  web  server
(https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index). Previsdes de ancoragem com desvio
quadratico médio (RMSD) inferior a 2,0 A foram consideradas plausiveis, pois esse valor indica
alta similaridade entre a pose prevista ¢ a conformacdo experimental do ligante [26]. Todas as
moléculas de dgua foram removidas antes do encaixe, e o sitio ativo foi definido pelo centro
geométrico do ligante cocristalizado dentro de uma grade esférica de 10 A, valor escolhido por
abranger os residuos-chave do sitio de ligacao e permitir flexibilidade na orientag¢do do ligante, sem
incluir regides irrelevantes. Os resultados foram analisados e visualizados usando o software de

visualiza¢ao molecular Pymol v.3.1.4.1.

2.4.2 Propriedades Fisico-quimicas
O servidor web SwissADME (http://www.swissadme.ch/) foi utilizado para andlise de
propriedade do ADMET e regra de cinco de Lipinski. Foi utilizado o formato de entrada de linha

molecular simplificada (SMILES) para a pesquisa.

3 RESULTADOS

Ensaio de Viabilidade Celular

Os compostos 1 a 11 foram sintetizados no Laboratdrio de Sintese de Candidatos a Farmacos
(LaSFar), sob orientacao do prof. Celso Rezende. A atividade citotoxica e antiproliferativa in vitro
dos derivados de tiazois foi investigada por meio do ensaio de Alamar Blue. Este ensaio baseia-se
na capacidade das desidrogenases mitocondriais das células viaveis de reduzir o corante azul ndo
fluorescente, resazurina (fenoxazin-3-ona), em resorufina, um composto de coloragao rosa [27].

A triagem fenotipica dos compostos foi realizada em linhagens tumorais de mama

(MDA-MB-231 e MCF-7), em linhagem nao tumoral (HFF-1) e em linhagem tumoral de figado



(HepG-2). Os compostos que apresentaram menor resposta quantitativa relacionada ao valor ICy,
(concentracao inibitoria capaz de reduzir 50% da viabilidade celular) e maior seletividade foram
escolhidos para prosseguir com ensaios de mecanismo de acdo. Neste trabalho, adotou-se o indice

de seletividade (IS) 2 10 como critério para selegdo dos compostos-lideres. Os valores de ICs,

obtidos correspondem apos 72h de tratamento das células em diferentes concentracdes dos
compostos, sendo apresentado na Tabela 2. A doxorrubicina e a colchicina foram utilizadas como
farmaco de referéncia.

Comparando os valores de ICs, dos compostos frente a linhagem MCF-7, é possivel
observar que os quatros compostos (2, 8, 9 e 10) apresentaram os menores valores 1Cy, com 2,88;
4,13; 3,82 uM e 4,7 uM, respectivamente ¢ um indice de seletividade (IS) acima do valor de
referéncia (IS >10). Ja para a linhagem MDA-MB-231, os derivados de tiazdis exibiram valores de
ICs, variando de 10 a 38 uM. Os compostos (1, 3, 4, 5, 6, 7 e 11) da série exibiram atividade
inibitéria moderada para a linhagem MCF-7.

Ao desenvolver um novo candidato a farmaco, devemos considerar ndo apenas a interagao
do composto frente as células tumorais, mas também sua citotoxicidade em relacdo as demais
células saudaveis do corpo humano. Assim, a linhagem HepG2-2 foi inserida na triagem fenotipica
com objetivo de mimetizar condi¢des toxicologicas do figado humano [28], e o fibroblasto HFF-1
para simular condigdes de células normais. Com a investigacdo da citotoxicidade foi possivel
observar que tais células apresentaram baixa toxicidade para os compostos de 1-11. Isso € um bom
indicativo, uma vez que os compostos testados ndo sdo hepatotoxicos e, por consequéncia, podem
ser considerados mais seguros para tratamento. Conforme observado na Tabela 2, os valores de
CC50 (Citotoxica para 50% de uma populacao de células) para os compostos foram acima de 64
UM para os fibroblastos HFF-1, exceto para o composto 11. De acordo com os resultados obtidos, a

presenca do esqueleto tiazol € essencial para atividade bioldgica.

Tabela 2. Atividade antiproliferativa dos compostos 1 a 11 diante das linhagens celulares MDA-MB-231,
MCF-7, HFF-1 e HepG-2.

ICso (nM) CCsp (uM) IS
Compostos
MDA-MB-231 MCF-7 HFF-1 HepG-2 MDA-MB-231 MCF-7
1 34,12+£3,62 18,78+ 5,79 > 64 > 64 1,88 3,41
2 37,69 + 0,59 2,88 +0,05 > 64 > 64 1,70 22,25
3 25,29 £0,55 27,15 £6,8 > 64 > 64 2,53 2,36



4 1648 £3,95 19,9 +145 > 64 > 64 3,88 3,22

5 37,37+0,54 1554 +38 > 64 > 64 1,71 4,12

6 15,12+£3,66  9,54+0,85 > 64 > 64 423 6,72

7 17,48+231 8,43 +2,89 > 64 > 64 3,66 7,59

8 37,50+0,19  4,13+0,11 > 64 > 64 1,71 15,51

9 1582 +0,36 3,82+ 1,17 > 64 > 64 4,05 16,74

10 10,89+5,83 4,70 0,68 > 64 > 64 5,87 13,63

1 11,35 £ 1,43 6,88+2,71 18,70 +725 > 64 5,64 2,72
Doxorrubicina  0,397+0,115  0,13+£0,02  0,21+0,03 0,19+0,04 0,52 1,62
Colchicina 0,030 £0,005 1,16+0,61  0,12+0,07 038+ 0,08 4,0 0,33

ICs, - Concentracdo inibitoria de 50%; CCs, - Concentracio citotoxica de 50%; IS - Indice de seletividade. Os valores

de ICs, (M) sdo a média + DP de dois experimentos individuais.

Alvo molecular

A avaliacdo da modulacao da tubulina foi realizada com os compostos mais ativos da
triagem de citotoxicidade inicial. Assim, os compostos 2, 8, 9 e 10 foram selecionados para um
ensaio de polimerizagdo in vitro da proteina, uma técnica que se baseia na capacidade do composto
fluorescente DAPI de se ligar preferencialmente aos microtibulos, apresentando uma afinidade
maior do que pela tubulina livre. Durante a polimerizagao in vitro, a medida que os microtubulos se
formam, ha um aumento significativo na fluorescéncia, detectado com excitacdo a 350 nm e
emissdo a 460 nm. Esse método permite observar curvas caracteristicas que mostram a acao de
compostos estabilizadores ou desestabilizadores de microtibulos, além de quantificar o quanto

essas substancias interferem no processo de polimerizagao da tubulina [29].

Assim, na Figura 1 observou-se que os compostos mais ativos possuem comportamento
semelhante a colchicina, um desestabilizador de microtibulos. Isso traz algumas vantagens, como
uma possivel interferéncia no ciclo celular, mais especificamente na fase G2/M, o que pode levar as
células a morte programada, ou seja, apoptose [30]. E comum que moduladores de tubulina ajam no
ciclo celular, ndo s6 na fase G2 mas também na fase pré-G1 ou S, como ha exemplos na literatura

do trabalho de Salem e colaboradores, assim como El-Naggar e colaboradores. [22,31]
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Figura 1. Ensaio de polimerizagao da tubulina com os compostos 2, 8, 9, 10, os controles placlitaxel e

colchicina e DMSO.
Ancoragem molecular

Para investigar, em nivel molecular, as interacdes dos compostos mais ativos relacionados a
colchicina com a tubulina, foi empregada a ancoragem molecular. Essa técnica permite prever a
orientagdo dos ligantes no sitio de ligagdo e estimar sua afinidade, contribuindo para auxiliar na
compreensdo do possivel mecanismo de acdo que os compostos possam estar envolvidos. Para
validar o protocolo de ancoragem, foi realizado uma ancoragem do proprio ligante cocristalizado
(CN2, 2-Mercapto-N-(1,2,3,10-tetrametoxi-9-0x0-5,6,7,9-tetra-hidro-benzo(A)heptalen-7-il)aceta-
mida) no sitio da colchicina da tubulina (PDB ID: 3DU7). A pose prevista apresentou um RMSD de
0,8366 A em relacdo a conformagcio cristalografica, confirmando a precisdo do método. O ligante
estabeleceu ligacdes de hidrogénio com os residuos Leu248 e Cys241, além de interagdes apolares

ocorrem com Leu255 e Ala250, conforme mostrado na Tabela 3.

Apos a validagdo do protocolo, investigou-se a ligacao teérica dos compostos 2, 8,9 e 10 com
a tubulina. Conforme mostrado na Figura 2, o composto 2 estabeleceu interacdes apolares entre o
grupo oxano e os residuos Leu248 e Lys254, e entre o anel benzénico e os residuos Ala250, Leu255
e Val318. Também foram observadas ligagdes de hidrogénio entre os grupos amina do composto € o
residuo Asn249, com distancias de 3,02 A e 3,92 A, além de uma ligacdo adicional entre o grupo

oxano e o mesmo residuo, com distAncia de 2,78 A. Essas intera¢des contribuiram para a
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estabilizacdo do composto 2 no sitio ativo da tubulina.

Tabela 3. Pontuacdes dos modos de ligacdo previstos para os compostos sintéticos da classe dos tiazdis,

obtidas apds o encaixe no sitio da colchicina da tubulina (PDB ID: 3DU7; resolugdo: 4,10 A).

Ligacdes de Hidrogénio

Interagdes Apolares

Compostos Pontuacio Distincia Distincia
Residuo AA Residuo AA
A) A)
241B Cys 3,76 250B Ala 2,93
CN2 57,72 248B Leu 3,08 Leu 3,30
255B
- - - Leu 3,46
Asn 2,06 248B Leu 3,89
249B Asn 3,23 250B Ala 3,36
2 61,62 Asn 2,07 254B Lys 3,23
- - - 255B Leu 3,80
- - - 318B Val 3,83
249B Asn 2,06 250B Ala 3,36
- - - 255B Leu 3,83
8 61,92
- - - 318B Val 3,50
- - - 354B Ala 3,71
- - - 250B Ala 3,38
9 53,06 - - - 255B Leu 3,94
- - - 318B Val 3,77
- - - 254B Leu 3,35
10 46,64 - - - 250B Ala 3,32
- - - 255B Leu 3,57

CN2: ligante cocristalizado (2-Mercapto-N-(1,2,3,10-tetrametoxi-9-0x0-5,6,7,9-tetraidro-benzo[a]heptalen-7-il)acetamida).

O composto 8, mostrado na Figura 3, estabeleceu uma ligagdo de hidrogénio entre o anel

diazepinico e o residuo Asn249. Além disso, o mesmo anel participou de uma interacao apolar com

Leu255. Interagdes apolares adicionais foram observadas entre o anel benzénico e os residuos

Ala250 e Val318, enquanto o grupo etila apresentou interag¢@o apolar com Ala354.
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Figura 2. Interag@o entre o composto 2 e as interagdes com os residuos da proteina tubulina.

Composto 8

Asn - 249

V4

=\

Leu - 255

o

Ala - 250

~

Figura 3. Interacdo entre o composto 8 e as interagdes com os residuos da proteina tubulina.

Os compostos 9 e 10, nas Figuras 4 e 5 respectivamente, estabeleceram exclusivamente
interagdes apolares. No composto 9, os residuos Ala250, Leu255 e Val318 interagem com o anel
benzénico, enquanto no composto 10 as interagdes apolares ocorre com os residuos Leu254, Ala250

e Leu255, também envolvendo o anel benzénico.
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Composto 9

r
Val-318 \ow

______

Figura 4. Interacdo entre o composto 9 e as interacdes com os residuos da proteina tubulina.

Composto 10

e ——————— -,

Leu-255 Y
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________________________________

\,
4
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Figura 5. Interagdo entre o composto 10 e as interagdes com os residuos da proteina tubulina.

De forma consistente com os achados deste estudo, EI-Abd e colaboradores [17]
demonstraram que derivados de tiazol apresentaram potente atividade citotdxica (ICs, variando de
3,35 a 18,69 uM) contra contra quatro linhagens celulares de cancer humano, a saber, HepG2,
MCF-7, HCT116 e HeLa e notavel capacidade de inibir a polimerizacao da tubulina (ICs, < 3 pM).
Os mesmos autores também realizaram estudos de ancoragem molecular, cujos resultados
corroboram os dados in vitro, ao revelarem alta afinidade dos compostos pelo sitio da colchicina na
tubulina e modos de encaixe favoraveis. Assim como no estudo de EI-Abd e colaboradores, este
trabalho revelou o envolvimento de residuos conservados no reconhecimento molecular, como
Leu248, Leu255, Ala250, Lys254 e Asn249, reforcando sua importancia na estabilidade dos
complexos ligante-tubulina. O composto 2 destacou-se ao apresentar pontuagdo de ancoragem

superior a do ligante cocristalizado (CN2), com interagdes de hidrogénio envolvendo Asn249,
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também apontado como crucial para ligacdes especificas. A recorréncia desses residuos em ambos
os estudos indica sobreposicao significativa nas regides-chave do sitio da colchicina. Enquanto o
estudo anterior relatou ligacdes areno-H e interagdes mediadas por atomos de enxofre ligados ao
anel tiazol, aqui ndo foram observadas essas interagdes, provavelmente pela auséncia desses grupos
nos compostos testados. Contudo, houve complementaridade relevante entre interagdes hidrofobicas
e ligacdes por ponte de hidrogénio, especialmente nos compostos 2 e 8, sugerindo que diferentes
grupos funcionais podem modular a afinidade pelo sitio. Os compostos 9 e 10, apesar de
apresentarem apenas interagdes apolares, posicionaram-se adequadamente no sitio, interagindo com
residuos hidrofobicos como Ala250, Leu254, Leu255 e Val318, perfil consistente com o estudo

anterior.

Esses achados colocam os derivados de tiazol como farmacéforos relevantes na interacao
com a tubulina, contribuindo para a atividade antiproliferativa observada e servindo como ponto de

partida promissor para o desenho racional de novos inibidores da polimerizag¢do da tubulina.
As propriedades fisico-quimicas

De acordo com a Tabela 3, as propriedades fisico—quimicas dos
compostos mais ativos foram avaliadas, e nenhum deles violou a Regra
dos 5 de Lipinski (peso molecular < 500 Da, LogP < 5, < 5 doadores e < 10
aceptores de hidrogénio) [33]. Essa regra, amplamente utilizada na
descoberta de farmacos, indica que compostos com tais caracteristicas
tendem a apresentar boa biodisponibilidade oral. Além disso, o0s
compostos analisados demonstraram alta absorcao intestinal e
auséncia de permeabilidade a barreira hematoenceféalica,
caracteristicas que reforgcam seu potencial para o desenvolvimento

farmacologico.

Assim, os compostos 2, 8, 9 e¢ 10 apresentaram alta absor¢do intestinal ¢ nenhuma
permeabilidade da barreira hematoencefalica, o que sugere que os compostos podem ter um perfil

adequado para desenvolvimento farmacolégico.

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas dos compostos mais ativos calculadas com o SwissADME.
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Compostos TPSA PAINS WLOGP NRB HBD HBA GI BBB Lipinski

2 91,49 0 2,83 7 2 3 Alto Niao 0 violagdo

8 85,50 0 1,60 6 2 3 Alto Nio 0 violagdo
127,8

9 . 0 1,94 7 2 3 Alto Nao 0 violagdo

10 98,77 0 2,31 3 1 2 Alto Nio 0 violagdo

Colchicina 83,09 0 2,55 6 1 6 Alto Nao 0 violagao

TPSA: Area de superficie polar topologica. PAINS: Estruturas de interferéncia do ensaio Pan;
WLOGP: Pentametro de lipofilicidade WLOGP; NRB: Numero de ligacdes rotativas; HBD:
Numero de aceitadores de ligagdes de hidrogénio; HBA: Numero de doadores de hidrogénio; GI:
Absor¢do gastrointestinal; BBB: Permeabilidade da barreira hematoencefalica; Lipinski: Regra de

5 de Lipinski.

4 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo identificou os compostos 2, 8, 9 e 10 como candidatos promissores para o
tratamento do cancer de mama triplo positivo, devido a seletividade na inibi¢do da viabilidade
celular da linhagem MCF-7, com menor atividade na MDA-MB-231 e sem toxicidade para cé€lulas
saudaveis (HFF-1). Ensaios de polimerizacdo da tubulina confirmaram que esses compostos atuam
como desestabilizadores de microtubulos, com mecanismo semelhante ao da colchicina, sugerindo
interferéncia no ciclo celular e indugdo de apoptose. Andlises in silico reforgaram esses achados ao
mostrar afinidade dos compostos pelo sitio da colchicina, especialmente dos compostos 2 e 8, que
interagiram com residuos-chave do ligante cocristalizado. Além disso, os derivados de tiazol
apresentaram perfil fisico-quimico favoravel, atendendo a Regra de Lipinski, com boa absor¢ao
gastrointestinal e auséncia de permeabilidade a barreira hematoencefalica, indicando potencial para
desenvolvimento farmacologico. Como proximos passos, recomendam-se ensaios de ciclo celular e

apoptose para validar os mecanismos de acao sugeridos.
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