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RESUMO

A estrutura do DNA possui uma flexibilidade conformacional intrinseca que ¢

fundamental para o entendimento de sua organizagdo e fungdes biologicas. Entre as interagdes
que evidenciam essa caracteristica destaca-se a intercalagdo, um mecanismo nao-covalente em
que moléculas geralmente planas e aromaticas se inserem entre os pares de bases adjacentes da
dupla hélice. Esse processo induz modificagdes estruturais significativas, como o
desenrolamento e o alongamento da fita, podendo interferir em processos celulares vitais como
a replicacdo e a transcri¢do. Dada a relevancia bioldgica e toxicoldgica dessas interagdes, a
avalia¢do do potencial intercalante € crucial tanto para a compreensao de mecanismos de agao
quanto para a garantia da seguranca farmacéutica e o desenvolvimento de biossensores. Nesse
cenario, o uso de métodos in silico, como o docking molecular, permite modelar
tridimensionalmente e quantificar a estabilidade dessas intera¢des, auxiliando na predigao da
eficacia e da genotoxicidade de novos compostos de interesse biotecnologico.
A sele¢@o de moléculas com capacidade de intercalacdo foi realizada por meio de uma triagem
nos bancos de dados NuBBE e PubChem, adotando uma estrutura similar ao biossensor
brometo de etidio como modelo de pesquisa. O estudo utilizou o programa Autodock Vina para
ensaios de docking direcionado e blind docking contra o receptor de DNA (PDB 2ROU),
validando a preferéncia energética pelos sitios de ligacdo identificados. Além disso, foram
executadas andlises de toxicidade para mutagenicidade Ames e sensibilizagdo cutinea via
plataforma pkCSM, além da visualizacdo das intera¢des intermoleculares em 2D. Os resultados
permitiram ranquear 17 compostos com afinidades superiores a do controle brometo de etidio,
com destaque para a molécula 14771754. Este composto apresentou energia de ligacdo
favoravel, modo de ligagdao consistente e auséncia de mutagenicidade, diferenciando-se de
outros candidatos que, embora mais afins, apresentaram potencial mutagénico.

Palavras-chave: Biossensores; Docking molecular; Intercalacdo de DNA; Mutagenicidade;
Toxicidade in silico.



ABSTRACT

The DNA structure has an intrinsic conformational flexibility that is fundamental to
understanding its organization and biological functions. Among the interactions highlighting
this characteristic, intercalation stands out as a non-covalent mechanism where generally planar
and aromatic molecules insert themselves between adjacent base pairs of the double helix. This
process induces significant structural modifications, such as unwinding and elongation of the
strand, which may interfere with vital cellular processes like replication and transcription.
Given the biological and toxicological relevance of these interactions, evaluating the
intercalating potential is crucial for understanding mechanisms of action, ensuring
pharmaceutical safety, and developing biosensors. In this scenario, the use of in silico methods,
such as molecular docking, allows for the three-dimensional modeling and quantification of the
stability of these interactions, aiding in the prediction of the efficacy and genotoxicity of new
compounds of biotechnological interest.

The selection of molecules with intercalation capacity was performed through a
screening of the NuBBE and PubChem databases, using a structure similar to the ethidium
bromide biosensor as a research model. The study employed the Autodock Vina software for
directed docking and blind docking against the DNA receptor (PDB 2ROU), validating the
energetic preference for the identified binding sites. Furthermore, toxicity analyses for Ames
mutagenicity and skin sensitization were conducted via the pkCSM platform, in addition to the
visualization of 2D intermolecular interactions. The results allowed for the ranking of 17
compounds with affinities superior to the ethidium bromide control, with molecule 14771754
being a highlight. This compound exhibited favorable binding energy, a consistent binding
mode, and an absence of mutagenicity, distinguishing itself from other candidates that, despite
higher affinity, showed mutagenic potential.

Keywords: Molecular docking; DNA intercalation; Biosensors; In silico toxicity;
Mutagenicity.
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1. INTRODUCAO

A estrutura do acido desoxirribonucleico (DNA) tem sido intensamente estudada, e ha
um crescente reconhecimento da existéncia de flexibilidade conformacional na dupla hélice do
DNA, o que ¢ fundamental para a compreensao de sua estrutura e fun¢ao (Hendry et al., 2007).
Uma interagcdo fundamental que evidencia essa flexibilidade e suas implicagdes biologicas € a
interacao ndo-covalente entre o DNA e pequenas moléculas organicas (Strekowski; Wilson,
2007).

Entre os modos de interagao nao-covalente, a intercalagdo ¢ um mecanismo central. A
intercalacdo envolve a insercdo de moléculas (geralmente planas, aromadticas e com carga
positiva entre pares de bases adjacentes) (Ferguson; Denny, 2007; Strekowski; Wilson, 2007).
Esse processo induz alteragdes estruturais localizadas no DNA, como o desenrolamento e
alongamento da hélice (Strekowski; Wilson, 2007), essenciais para a organiza¢ao da cromatina
(Ferguson; Denny, 2007).

A intercalagdo molecular representa um modo fundamental de interacdo ndo-covalente
entre pequenas moléculas organicas € o DNA de dupla fita (Hendry et al., 2007). Este
mecanismo ocorre quando um ligante, que tipicamente possui uma estrutura planar ou semi-
planar, se insere reversivelmente no espaco existente entre pares de bases adjacentes da hélice
(Ferguson; Denny, 2007). O ato de intercala¢do induz modificagdes estruturais localizadas no
DNA, notadamente o desenrolamento da dupla hélice e o alongamento da fita (Strekowski;
Wilson, 2007). Embora a visdo original definisse os intercalantes classicos como estruturas
aromaticas planas e fusionadas (Snyder, 2007), hd evidéncias de que uma ampla gama de
moléculas atipicas ou de anéis ndo-fundidos, incluindo aquelas com maior espessura molecular,
sdo capazes de realizar a intercalagcdo (Hendry et al., 2007). Essas interacdes sdo estabilizadas
por uma combinagdo de forcas de van der Waals, ligagcdes de hidrogénio e, no caso de ligantes
cationicos, por interagdes eletrostaticas (Strekowski; Wilson, 2007). A relevancia biologica e
toxicologica da intercalacdo reside no fato de que ela pode perturbar processos vitais como a
replicacdo e transcricdo (Ferguson; Denny, 2007). A avaliagdo do potencial intercalante
apresenta relevancia nao apenas para a compreensao do mecanismo de a¢ao dessas moléculas,
mas também para garantir a seguranca farmacéutica (Snyder, 2007).

A intercalagdo de DNA ¢ um processo fundamental utilizado no desenvolvimento de
biossensores para detectar compostos aromaticos (Pandey; Weetall, 1995). Segundo a Unido

Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1992), biossensores sdao dispositivos
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analiticos que utilizam componentes biologicos (como enzimas, anticorpos ou DNA) para
detectar substancias quimicas ou biomarcadores em amostras diversas. Eles convertem a
interacdo biologica em um sinal mensurdvel (elétrico, Optico ou térmico), permitindo
diagnosticos rapidos e precisos, muito comuns em testes de gravidez e medidores de glicose.
Além disso, o desenvolvimento de modelos computacionais tem se destacado como uma
abordagem promissora para a predicao da atividade bioldgica e da potencial genotoxicidade
dessas substancias (Hendry et al., 2007).

O docking molecular estabeleceu-se como uma técnica fundamental na analise
computacional tridimensional (in silico) para modelar e quantificar a interacdo de pequenas
moléculas (ligantes) com macromoléculas biologicas, como a dupla hélice do DNA (Hendry et
al., 2007). Este método ¢ vital para medir a capacidade de intercalagdo de um composto. O
docking calcula a qualidade do "encaixe" (fit) e a estabilidade da interacdo ligante-receptor
(Snyder, 2007). Essa estabilidade ¢ quantificada em unidades de energia (frequentemente
kcal/mol) e deriva das forcas de van der Waals e interacdes eletrostaticas, além das ligagdes de
hidrogénio (Hendry et al., 2007; Strekowski; Wilson, 2007). A modelagem computacional
refinada, permite avaliar a complementaridade estereoquimica entre o ligante e o sitio de
intercalagdo, demonstrando que o grau de ajuste se correlaciona com o grau de atividade
biologica e pode ser utilizado para prever tanto a eficacia quanto a genotoxicidade de um
composto (Hendry et al., 2007).

A importancia desse método cresceu com a descoberta de que muitas moléculas que nao
possuem estruturas classicamente reativas causam genotoxicidade por meio de interagdes ndo-
covalentes, como a intercalacdo ou a ligacdo em sulcos (groove-binding) (Ferguson; Denny,
2007). Nesse contexto, o docking mostrou ter alta concordancia com ensaios bioldgicos in vitro
na previsdo de moléculas com potencial intercalante de DNA (Snyder, 2007).

A busca por novas moléculas intercalantes ¢ fundamental por esses compostos
constituirem o componente ativo dos biossensores de DNA (Nelson; Ferguson; Denny, 2007).
Esses dispositivos funcionam como detectores de alta precisdo para identificar poluentes e
toxinas aromaticas no meio ambiente, além de serem ferramentas valiosas para monitorar
possiveis danos ao material genético (Strekowski; Wilson, 2007). Atualmente, o maior desafio
para essa tecnologia ¢ que as substancias padrao utilizadas, como o brometo de etidio, possuem
toxicidade elevada e potencial carcinogénico comprovado por meio de resultados positivos no
teste de Ames (Snyder, 2007). Essa caracteristica gera riscos significativos tanto para o meio
ambiente quanto para a saide ocupacional dos pesquisadores. Portanto, este trabalho justifica-

se pela necessidade de utilizar métodos computacionais avancados para filtrar, entre milhares
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de opg¢des, moléculas que se "encaixem" na dupla hélice com uma afinidade superior a dos
padrdes atuais, mas que apresentem um perfil de seguranga bioldgica muito mais rigoroso para

0 uso humano (Hendry et al., 2007; Snyder, 2007).

2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo geral
O objetivo deste trabalho ¢ realizar a sele¢ao de moléculas com capacidade intercalante

de DNA para posterior aplicagdo em biossensores através de métodos in silico.

2.2.0bjetivos especificos

° Obter e preparar moléculas do banco de dados

° Obter e preparar receptor

° Realizar o docking molecular

) Realizar o blind docking para validacao do sitio de ligacao

° Avaliar as interagdes intermoleculares entre receptor e ligantes
° Realizar analise de toxicidade

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Programas
Foram utilizados os programas Autodock Tools 1.5.7. La Jolla, CA, EUA; Autodock
Vina 1.1.2. La Jolla, CA, EUA; Open Babel 3.1.1.; VIDA 5.0.6.0. OpenEye. Santa Fe, NM,
EUA. BIOVIA Discovery Studios 2024.

3.2. Obtenciao e preparo de banco de dados

Foram utilizados os bancos de dados NuBBE (Nucleo de Bioensaios Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais) (NuBBE - Nucleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais, 2017; Pilon et al., 2017), e PubChem (PubChem, 2025).
Como base para a pesquisa de compostos nos bancos de dados foi utilizado como modelo uma
molécula cuja estrutura se assemelha ao brometo de etidio, indicador amplamente utilizado em
biossensores. A Figura 1 abaixo representa a molécula de estrutura SMILES

C12=CC=C3C(=C1C=CC=C2)C=CC=C3.

Figura 1 - Estrutura base para pesquisa nos bancos de dados
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Fonte: Do autor
Foram baixados 1 conférmero de cada composto e preparados conforme protocolo para

realizacdo de docking com a utilizagdo do programa OpenBabel 3.1.1. (http://openbabel.org,
[S. d.]; O’Boyle et al., 2011). A preparagdo dos dados consistiu em minimizar a energia no
campo de forca MMFF94 e converter os compostos para pdbqt com o programa Autodock

Tools.

3.3.  Obtencao e preparo do receptor

O receptor utilizado neste estudo foi a estrutura cristalografica identificada pelo cédigo
2ROU, obtida no formato .pdb por meio do banco de dados Protein Data Bank (PDB). Essa
estrutura corresponde a um complexo formado por um duplex de DNA (5'-
ATCGCGCGGCATG-3'/5"-CATGCCGCGCGAT-3") associado ao agente intercalante 1R-
trans-anti-Benzo[c]fenantreno, o qual se encontra posicionado na fenda menor do DNA. Sua
preparagdo foi realizada no Autodock Tools, em que foi realizada a retirada do ligante, a delecao
de H20, adi¢do de hidrogénios e a adi¢do de cargas parciais através da abordagem de Kollman.

Foi entdo realizada a conversao do formato pdb para pdbqt para a futura realizagdo de docking.

3.4.  Docking molecular

Com todos os compostos em formato pdbqt, foi utilizado o Autodock Vina, com as
configura¢des do Gridbox de dimensdo: eixos x= 64 A ; y= 60 A; z= 24 A; e centréide: eixos
x=-0,832 A; y=-0,448 A; z=17,954 A. Tais valores foram obtidos a partir de um complexo de
DNA poli GC e um agente intercalante (1R-trans-anti-Benzo[c]fenantreno) localizado no
minor-groove do receptor (Bank, 2009; Wang et al., 2008). Além disso, o valor selecionado
para exhaustiveness (intensidade da busca do espaco conformacional) foi de 8. Este

experimento foi realizado em triplicata.
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Ap6s o docking ser finalizado, foram analisados os valores de menor energia (kcal/mol)
para cada ligante no estudo de interagdo desses com o receptor. Foram realizados a média e o
desvio padrao dos resultados das 3 replicatas e posteriormente foram selecionados os 17
melhores resultados para analises posteriores.
3.5.Toxicidade
A partir dos 17 melhores resultados obtidos anteriormente, foi realizada uma anélise de
toxicidade para sensibilizagdo da pele e para mutagenicidade Ames, que pode indicar um

potencial carcinogénico (Li, H.-H.; Aubrecht; Fornace, 2007).

3.6. Interacoes 2D
Utilizando as mesmas moléculas, foram observadas pelo programa BIOVIA Discovery
Studios 2024, as interagdes intermoleculares entre o receptor e cada ligante de modo a obter o

modelo 2D desses complexos.

3.7.  Blind docking

Para o blind docking foram utilizados os mesmos métodos, porém com outras
configuragdes para o gridbox, sendo de dimensdo: nos eixos x= 54 A ; y=56 A; z= 124 A; e
centrdide: nos eixos x= 0 A; y= 0 A; z= 19,997 A. Porém, mantendo o mesmo valor para
exhaustiveness. Através do blind docking, foi analisada a preferéncia das moléculas pelo sitio
ativo estabelecido no docking anterior. A média e o desvio padrdo foram realizados para 3

replicatas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Obtencio e preparacio dos bancos de dados
A partir da pesquisa no banco de dados NuBBE foi obtido um composto com estrutura
similar a apresentada na figura 1, enquanto do PubChem foram obtidos 28682 compostos. O
preparo das moléculas obtidas pelos bancos de dados foi bem-sucedido para analises

posteriores.

4.2. Blind docking

Foi realizado um blind docking com configuragdo de gridbox abrangendo toda a
estrutura do DNA, com o intuito de avaliar se as moléculas analisadas apresentariam maior
afinidade por outros sitios de ligacdo ou se manteriam a preferéncia pela minor groove


https://www.zotero.org/google-docs/?0yjKmk
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previamente identificada. O processo foi conduzido utilizando os 17 melhores resultados
obtidos na etapa anterior. Os resultados do blind docking estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados do blind docking

Posi¢ao do Banco de Codigo do Afinidade Desvio
ranking dados composto (kcal/mol) padrao
1° PubChem 129804265 -9,17 0,058
2° PubChem 123121 -8,87 0,058
3° PubChem 132277301 -8,70 0,000
4° PubChem 11784123 -8,60 0,000
5° PubChem 101166693 -8,60 0,000
6° PubChem 101166690 -8,60 0,000
7° PubChem 14771754 -8,60 0,000
8° PubChem 137094 -8,53 0,058
9° PubChem 15732598 -8,50 0,000
10° PubChem 155929954 -8,50 0,173
11° PubChem 129804329 -8,40 0,000
12° PubChem 12571900 -8,37 0,058
13° NuBBE 2419 -8,30 0,000
14° PubChem 12645968 -8,30 0,000
15° PubChem 13868600 -8,27 0,115
16° PubChem 139205883 -8,20 0,173
17° PubChem 129781437 -8,20 0,265
18° PubChem 14710 -6,80 0,000

Fonte: Do autor.
Na Tabela acima, observa-se que a primeira coluna representa a posi¢cao dos compostos

no ranking. A segunda coluna corresponde ao banco de dados de origem, enquanto a terceira
apresenta o codigo de identificacao de cada composto em seu respectivo banco. A quarta coluna
exibe os valores médios de afinidade (kcal/mol), calculados a partir de triplicatas e organizados
em ordem crescente. Por fim, a ultima coluna traz os valores do desvio padrdo associados a
cada composto.

Das nove posi¢des geradas pelo blind docking para cada ligante em interacdo com o

receptor, observou-se que as poses de menor energia estimada localizaram-se, em maioria, no
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sitio previamente utilizado no docking molecular direcionado. Esse padrio sugere uma
preferéncia energética por essa regido, reforcando a consisténcia entre as abordagens de
docking. Embora alguns ligantes tenham apresentado posi¢des fora dessa regido, a maioria se
localizou dentro dele. Dessa forma, pode-se inferir que os ligantes demonstraram preferéncia a
regido utilizada no docking direcionado.

O blind docking apresentou pequenas variacdes nos valores de energia estimada e na
orientagdo espacial das poses em relagdo ao docking molecular direcionado, embora tais
alteragdes nao tenham sido significativas. Nessa etapa, o brometo de etidio foi utilizado como
agente intercalante padrao, servindo como referéncia. Assim como os demais ligantes, as poses
de menor energia para esse composto localizaram-se predominantemente na regido
correspondente ao sitio de ligacdo utilizado no docking direcionado, sugerindo que essa area
representa uma zona energeticamente favordvel dentro do espago amostral explorado pelo
modelo computacional, ainda que seja necessario considerar aspectos mais dinamicos do
sistema real para uma compreensao mais abrangente (Owoloye et al., 2022).

As imagens abaixo foram obtidas a partir do AutoDock e representam as diferentes
poses previstas para cada ligante pelo blind docking, coincidindo a regido delimitada pela grid
box no docking direcionado. As estruturas em formato de ““sticks” correspondem as melhores
conformagdes ranqueadas por energia de ligagdo, refletindo as possiveis orientagdes do mesmo
composto no sitio intercalante do DNA.

A andlise da distribuicao espacial dessas poses permite avaliar o grau de convergéncia
do docking. Observou-se que a molécula 14771754 apresentou elevada concentragdo das poses
em uma mesma regido da dupla hélice (Figura 2), sugerindo modo de ligagcdo consistente e
energeticamente favorecido. Esse padrao indica bom ajuste estérico e estabilidade do complexo

DNA-ligante.

Figura 2 - Representagdo das posi¢des mais bem ranqueadas da molécula 14771754 no blind docking.


https://www.zotero.org/google-docs/?BEMNw7

14

Fonte: Do autor.

Para o composto 129804265 (Figura 3), verificou-se predominidncia de poses
concentradas em um mesmo sitio, embora uma orientagao alternativa tenha sido observada fora
do cluster principal, o que pode indicar maior flexibilidade conformacional ou possibilidade de

interagdo secundaria.

Figura 3 - Representagdo das posi¢des mais bem ranqueadas da molécula 129804265 no blind docking.
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Fonte: Do autor.

No caso do Brometo de etidio (Figura 4), as poses também se concentraram na regiao
intercalante, porém com maior variagdo posicional ao longo da dupla hélice, comportamento
compativel com a natureza cldssica desse intercalador, que pode se acomodar entre diferentes

pares de bases.

Figura 4 - Representagdo das posi¢des mais bem ranqueadas do brometo de etidio no blind docking.
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Fonte: Do autor.

Por fim, o ultimo composto analisado apresentou maior dispersao das poses ao longo da
estrutura do DNA (Figura 5), sugerindo auséncia de um sitio preferencial bem definido e
possivel menor estabilidade do complexo formado.

Dessa forma, o padrdo de convergéncia observado nas imagens complementa os valores
energéticos obtidos, fornecendo evidéncias estruturais adicionais sobre a estabilidade e a

especificidade do modo de ligacdo de cada ligante ao DNA.

Figura 5 - Representagdo das posi¢des mais bem ranqueadas da molécula Nubbe, 2419 no blind docking.
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Fonte: Do autor.

Considerando conjuntamente os resultados de docking, andlise de interagdes e
toxicidade, o composto 14771754 mostrou-se o0 mais promissor para aplicagdo como
biossensor. O fator determinante para classificar esta molécula como a melhor escolha reside
no seu perfil de toxicidade: ao contrario dos ligantes que ocupam o topo absoluto do ranking
(como 0 129804265), que apresentaram potencial mutagénico, a molécula 14771754 ¢ negativa
no teste de Ames. Isso representa um avanco estratégico fundamental, pois permite o
desenvolvimento de tecnologias biotecnoldgicas que eliminam o risco carcinogénico associado

ao manuseio de intercalantes classicos.

4.3. Docking
O receptor original, identificado pelo cédigo PDB 2ROU, foi utilizado como modelo
neste estudo por apresentar o 1R-trans-anti-Benzo[c]fenantreno, agente intercalante, localizado

na minor groove do DNA, mesmo sitio de ligacdo do biossensor brometo de etidio. Apds a
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remocao desse ligante, o sitio de ligagdo correspondente foi selecionado para a realizacdo do
docking direcionado.

O docking molecular resultou em 9 posigdes de interagao entre cada ligante e o receptor.
Para os passos seguintes da andlise, foi selecionada a posi¢ao das moléculas estudadas com
resultado de menor energia. Os valores de afinidade apresentados em kcal/mol correspondem a
energia de ligacdo estimada pelo docking molecular. Foi possivel observar que todas as
moléculas apresentaram valor de Afinidade (kcal/mol) negativa na interagdo com o receptor.
No processo, todas elas apresentaram RMSD (desvio da média quadratica) igual a 0. Foram
realizados a média e o desvio padrdo dos dados de afinidade obtidos em triplicata. A partir
disso, os compostos foram ranqueados de acordo com os valores de Afinidade (kcal/mol) em
ordem crescente, sendo considerados mais favoraveis aqueles com menores valores. A Tabela

2 abaixo representa o ranking dos resultados do docking molecular direcionado.

Tabela 2: Resultados do docking molecular direcionado



Posicio do Banco de Cédigo do Afinidade Desvio
ranking dados composto (kcal/mol) padrao
1° PubChem 129804265 -9,20 0,000
2° PubChem 123121 -8,80 0,000
3° PubChem 132277301 -8,70 0,000
4° PubChem 13868600 -8,67 0,058
5° PubChem 11784123 -8,60 0,000
6° PubChem 101166693 -8,60 0,000
7° PubChem 101166690 -8,60 0,000
8° PubChem 14771754 -8,60 0,000
9° PubChem 155929954 -8,57 0,058
10° PubChem 137094 -8,53 0,058
11° PubChem 15732598 -8,50 0,000
12° PubChem 12571900 -8,40 0,000
13° PubChem 129804329 -8,40 0,000
14° PubChem 12645968 -8,40 0,000
15° PubChem 129781437 -8,40 0,000
16° NuBBE 2419 -8,30 0,000
17° PubChem 139205883 -8,30 0,000
3631° PubChem 14710 -6,80 0,000

Fonte: Do autor.
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Na tabela acima ¢ possivel observar a posi¢do do ranking dos compostos na primeira

coluna, seguido do banco de dados de origem na segunda coluna, enquanto a terceira coluna

indica o codigo do composto em seu respectivo banco de dados. J& na quarta coluna os valores

da média das triplicatas de Afinidade (kcal/mol) estdo dispostos do menor para o maior valor a

medida que na Gltima coluna esta constatado os valores do desvio padrao do composto.

Foram selecionados os compostos com energia de ligagdo menor ou igual a -8,3

kcal/mol, indicando maior afinidade estimada pelo DNA, o que resultou em 17 ligantes obtidos

pelos bancos de dados. Além disso, o brometo de etidio foi empregado como intercalante

controle e submetido a0 mesmo processo de docking que as demais moléculas, sob condi¢des

experimentais idénticas. O agente intercalante esta representado na tabela com o codigo 14710

(PubChem) tendo obtido a posi¢cdo 3631° no ranking de docagem e valor de Afinidade -6,80
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kcal/mol. Esse resultado sugere um potencial de intera¢do relevante das moléculas avaliadas
com o sitio alvo do docking.

As estruturas das moléculas presentes na Tabela 2 estdo representadas na Figura 6

abaixo.
Figura 6 - Estrutura das moléculas presentes no ranking do docking molecular.
1296804265 123121 132277301 13868600 11784123
101166693 101166690 14771754 15592/.9954 1370094
157323298 12571900 1298[]&;.329 12643968 129_?'8‘143?
2419 139205883 14710

Fonte: Do autor

As moléculas em questio exibem um perfil predominantemente aromatico,
caracterizados por sistemas policiclicos condensados ou com alta conjugacdo, o que lhes
confere uma forma bastante rigida. Essas caracteristicas sdo frequentemente associadas a

compostos intercalantes (Mukherjee; Sasikala, 2013)


https://www.zotero.org/google-docs/?NP7FnC
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4.4. Toxicidade

A analise de toxicidade foi realizada pela plataforma pkCSM (Pires; Blundell; Ascher,
2015) que avalia o potencial mutagénico (Ames) ¢ a sensibilizacdo da pele dos compostos.
Todos os compostos foram negativos para possivel associagdo com sensibilizacdo da pele,
enquanto apenas trés foram negativos para Ames, sdo esses: 14771754, 12571900 e 13868600.
Sendo que o primeiro composto mencionado foi considerado para andlises futuras por ser o
melhor colocado no ranking. Nota-se que o brometo de etidio (14710) foi positivo para
potencial mutagénico (Ames) confirmando o seu alto potencial mutagénico conhecido na
literatura (Keadtidumrongkul; Chirarat; Somran, 2018; O’Neil; Beach; Gruber, 2018).

Apesar da molécula 129804265 ocupar a primeira posi¢do no ranking do docking
direcionado (Tabela 2), o resultado de potencial mutagénico do teste de Ames sugere a
necessidade de cautela quanto a sua biosseguranca, semelhante ao brometo de etidio.
Intercalantes classicos como proflavina, brometo de etidio e doxorrubicina ilustram como
alguns compostos intercalantes com o DNA podem estar associados a efeitos citotoxicos ou
mutagénicos, reforcando a importincia de avaliagdes toxicologicas complementares (Das;

Banik, 2023; Gatasheh et al., 2017).

Tabela 3: Resultados da predicdo de toxicidade e sensibilizagdo da pele.

Codigo do Sensibilizacao
Banco de dados composto Ames da pele
PubChem 129804265 Sim Nao
PubChem 123121 Sim Nao
PubChem 132277301 Sim Nao
PubChem 11784123 Sim Nao
PubChem 101166693 Sim Nao
PubChem 101166690 Sim Nao
PubChem 14771754 Nao Nao
PubChem 137094 Sim Nao
PubChem 15732598 Sim Nao
PubChem 155929954 Sim Nao
PubChem 129804329 Sim Nao

PubChem 12571900 Nao Niao



https://www.zotero.org/google-docs/?kKWMLW
https://www.zotero.org/google-docs/?kKWMLW
https://www.zotero.org/google-docs/?uRwP1j
https://www.zotero.org/google-docs/?ja7tH8
https://www.zotero.org/google-docs/?ja7tH8
https://www.zotero.org/google-docs/?ja7tH8
https://www.zotero.org/google-docs/?ja7tH8
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NuBBE 2419 Sim Nao
PubChem 12645968 Sim Nao
PubChem 13868600 Nio Nao
PubChem 139205883 Sim Nao
PubChem 129781437 Sim Nao
PubChem 14710 Sim Nao

Fonte: Do autor.

4.5. Interacoes 2D

As interagdes intermoleculares entre o receptor e cada ligante foram visualizadas por
meio de representacdes graficas geradas no programa BIOVIA Discovery Studio. Esse processo
foi realizado para todas as 17 moléculas selecionadas previamente, mas a seguir sao
apresentados apenas os principais resultados. Sdo eles o melhor ranking de ambos docking
direcionado e blind docking (129804265), o melhor ranking do bl/ind docking negativo para os
testes de toxicidade (14771754), a tinica proveniente do banco de dados brasileiro (NuBBE
2419) e o intercalante controle (brometo de etidio).

A primeira imagem (Figura 7) corresponde ao ligante mais bem posicionado no ranking
do blind docking, o qual apresenta interagdes do tipo n-w, ligagdes de halogénio e interagdes de
Van der Waals com o receptor. O processo de intercalagdo normalmente envolve interacdes de
Van der Waals, que regulam a ligacdo entre atomos intercalados € o material em camadas
(Petrovi¢ et al., 2013). Esse tipo de interacdao fraca desempenha um papel significativo na
estabilizacdo da estrutura intercalada. As forcas do tipo Van der Waals, juntamente com as
interagdes dipolo-dipolo, desempenham um papel crucial na ligacdo entre as camadas de
materiais intercalados (Keadtidumrongkul; Chirarat; Somran, 2018).

A molécula representada como 129804265 ¢ aromatica plana, cujos anéis conjugados
favorecem interacdes de empilhamento do tipo m-m.

De acordo com informagdes disponibilizadas no PubChem, a nomenclatura segundo a
IUPAC ¢ dada por 1,2,3,4,5,6,7,8-Octafluorophenanthrene-9,10-quinone. Nao possui ligacdes
rotacionaveis, indicando uma estrutura rigida, apresenta perfil hidrofobico e o valor Complexity
= 511 indica maior densidade eletronica (CID 129804265). Essas propriedades facilitam a
inser¢do estavel da molécula na hélice do DNA (Mukherjee; Sasikala, 2013).

Compostos quinona sao frequentemente relacionados a efeitos citotoxicos e

carcinogénicos, devido a sua natureza reativa e potencial de aceitacdo de elétrons,
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desencadeando o ciclo redox (Li, P. ef al., 2013). Tal informacao ¢ coerente com o resultado do
teste de toxicidade de Ames, indicando baixa seguranga.

Interessante observar que mesmo sem estruturas classicamente reativas, o composto nao
passou no teste Ames. Isso sugere que o potencial mutagénico pode nao estar relacionado a
reatividade covalente direta, podendo considerar possiveis mecanismos alternativos, incluindo

interagdes ndo covalentes com o DNA.

Figura 7: Interagdo Intermolecular da molécula 129804265.

DG
A6
~o
| DC
A7
DC
B:21
DG
B:20
Interactions
I:l van der Waals |:| Pi-Pi Stacked

|:| Halogen (Fluorine)

Fonte: Do autor

A figura 8 abaixo apresenta as interagdes intermoleculares da molécula 14771754,
sendo esta a molécula negativa para Ames melhor colocada no ranking de docking molecular.

As interacdes observadas incluem ligagdes de hidrogénio, interagdes do tipo n-m e ligagdes de


https://www.zotero.org/google-docs/?fVk1pt
https://www.zotero.org/google-docs/?fVk1pt
https://www.zotero.org/google-docs/?fVk1pt
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halogénio com o receptor. Como anteriormente, as ligacdes de hidrogénio e interagdes tipo n-m
sdo tipicas do processo de intercalagdo.

De acordo com informagdes disponiveis no PubChem, a nomenclatura [IUPAC ¢ dada
por 1,2,3,4,7,8,9,10-Octafluorobenzo[c][5,1,2]benzoxadiazepine (CID 14771754). Nao sao
observadas ligacdes rotacionaveis, o que indica rigidez estrutural, caracteristica favoravel ao
empilhamento aromatico e a intercalagdo entre pares de bases. Molécula policiclica aromatica
plana. Moderadamente hidrofobica, compativel com o ambiente hidrofébico do interior da
dupla-hélice. Tem carga formal igual a 0, indicando neutralidade, o que ¢ menos esperado ja
que intercaladores classicos sdo frequentemente cationicos (Mukherjee; Sasikala, 2013).

Ao comparar com o composto anterior, observam-se elementos similares em suas
estruturas e interacdes semelhantes com o receptor. Além de aromaticas e planares, as
moléculas 129804265 e 14771754 sao altamente fluoradas. Ainda assim apresentam perfil
mutagénico distinto, uma vez que apenas esta ultima teve resultado negativo no teste Ames.

O composto 129804265 apresentou a maior afinidade estimada no docking molecular,
indicando uma intera¢do energeticamente mais favoravel com o sitio alvo. Embora o docking
ndo permita inferir diretamente efeitos bioldgicos, interacdes com alta afinidade pelo DNA
podem, em alguns contextos, estar associadas a interferéncia de processos celulares como
replicacdo e transcricdo, o que reforga a necessidade de investigacdo experimental adicional.
Por outro lado, embora a molécula 14771754 tenha apresentado afinidade estimada relevante
no docking, sua auséncia de mutagenicidade no teste de Ames a torna particularmente
interessante do ponto de vista de segurancga biologica. Assim, considerando simultaneamente o
potencial de interacdo com o DNA e o perfil toxicologico mais favoravel, a 14771754 destaca-
se como a candidata mais promissora para evolucao em aplicagdes como biossensor.

A literatura reporta a busca por alternativas que mantenham eficiéncia semelhante a do
Brometo de etidio, amplamente utilizado como marcador de &cidos nucleicos, porém com
menor risco toxicologico. Nesse contexto, a molécula 14771754 pode representar um ponto de

partida relevante para o desenvolvimento de sistemas biossensores mais seguros.

Figura 8: Interacdo intermolecular da molécula 14771754.


https://www.zotero.org/google-docs/?ACm7f1
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Fonte: Do autor.

A molécula da figura 9, trata-se da tnica proveniente do banco de dados Nubbe, banco
de dados brasileiro. Esta apresenta ligacdes de hidrogénio, interagdes n-c, interagdes do tipo m-

n e interagdes m-alkyl com o receptor.
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Figura 9: Interagdo intermolecular da molécula do banco de dados Nubbe, 2419.
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Fonte: Do autor.
Abaixo a Figura 10 apresenta a intera¢do 2D do intercalante controle brometo de etidio.
Este intercalante possui interagdes m-o, interagdes do tipo m-m e interagdes m-alkyl além de

ligacdo de Van der Waals com o receptor. Esses mesmos tipos de interacdes aparecem nas

moléculas acima, evidenciando semelhancas de comportamento com o receptor.

Figura 10: Interagdo intermolecular do brometo de etidio, agente intercalante controle.
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Fonte: Do autor.

A analise das interagdes intermoleculares por meio de diagramas 2D evidenciou que os
ligantes selecionados apresentam padrdes de interacdo compativeis com um modo de ligagao
intercalante ao DNA. Em todas as moléculas foram observadas as interagdes do tipo m—m entre
os sistemas aromaticos dos ligantes e as bases nitrogenadas do DNA, interagcdo considerada
fundamental para a estabilizacdo de compostos intercalantes (Strekowski; Wilson, 2007).

Pode-se observar a presenca dominante de interagdes de empilhamento (n—n, m—sigma,
n—alkyl) em todas apresentadas. Esse tipo de interacdo ¢ classico de intercalagdo, por isso

evidencia um alto potencial dessas moléculas desse processo. O processo de intercalagao


https://www.zotero.org/google-docs/?Oj0Rvu
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geralmente envolve um aumento de interagdes de empilhamento, o que contribui

substancialmente com estabilidade do complexo ligante-DNA.

5. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo selecionar moléculas com potencial intercalante
de DNA para futura aplicacdo em biossensores, utilizando abordagens computacionais in silico.
Para isso, foram realizadas etapas de obtencao e preparagao dos ligantes e do receptor, seguidas
por docking molecular direcionado, blind docking para validagdo do sitio de ligagdo, anélise
das intera¢des intermoleculares e avaliagdo preliminar de toxicidade.

O docking molecular possibilitou comparar os perfis de afinidade estimada entre os
ligantes avaliados, enquanto o blind docking demonstrou que as poses de menor energia
concentraram-se majoritariamente na mesma regido do DNA utilizada na etapa direcionada,
reforcando a consisténcia do sitio selecionado dentro das condi¢des do modelo computacional
adotado.

A andlise das interagdes intermoleculares revelou predominancia de interagdes nao
covalentes, compativeis com mecanismos descritos para moléculas intercalantes de DNA. Em
conjunto com a avaliagdo toxicologica, esses resultados permitiram uma andlise mais
abrangente dos compostos, considerando ndo apenas a afinidade estimada, mas também
aspectos relacionados ao perfil de seguranga, essenciais para aplicagdes futuras em
biossensores.

Entre os compostos avaliados, a molécula 129804265 apresentou a maior afinidade
estimada pelo sitio alvo, porém apresentou resultado positivo na predicao de mutagenicidade
pelo teste de Ames. Por outro lado, o composto 14771754 apresentou afinidade relevante
associada a auséncia de mutagenicidade predita, destacando-se como o candidato mais
promissor entre os compostos avaliados para futuras investigagcdes envolvendo biossensores
baseados em interagao com DNA.

Por fim, os resultados refor¢gam o potencial das metodologias computacionais in silico,
como o docking molecular, como ferramentas de triagem inicial na identificacdo de moléculas
de interesse, permitindo reduzir o numero de candidatos para etapas experimentais seguintes,
especialmente quando associado a avaliacao toxicoldgica. Além disso, os achados de predi¢des
computacionais deste estudo podem contribuir para trabalhos futuros voltados ao
desenvolvimento de biossensores baseados em interagdo com DNA, ao indicar compostos

promissores € apoiar a etapa inicial de sele¢do de candidatos.
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