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RESUMO

A osteogénese € um processo regulado por Fatores de Crescimento de Fibroblastos
(FGFs). Os receptores dos FGFs 2 e 3, FGFR2 e FGFR3, respectivamente, sao
proteinas tirosina quinase envolvidas, principalmente, nas cascatas de sinalizagédo
RAS-RAF-MAPK e STAT1, regulando a proliferacdo e maturacao celular. Mutacdes
nos receptores FGFR2 e FGFR3 ocasionam o desenvolvimento de sindromes de
cranioestenose como a de Crouzon, no caso da FGFR2, e acondroplasia no caso da
FGFR3. Alguns trabalhos realizados mostraram 6tima interacdo dos receptores
FGFR2 e FGFR3 com os farmacos meclizina, erdafitinibe e infigratinibe, ainda sim,
novos estudos, prospectando candidatos a farmacos, sdo fundamentais. Nesse
contexto, moléculas de tiossemicarbazonas apresentam atividades antitumoral,
antibacteriana, entre outras, além de atuar como inibidores da angiogénese. O
atracamento molecular ou docking € uma ferramenta de estudo de simulacdo da
interacdo ligante-proteina. O objetivo desse trabalho foi realizar analises in silico para
avaliar a interag&o dos farmacos comerciais meclizina, erdafitinibe e infigratinibe, bem
como de moléculas derivadas de tiossemicarbazonas (LT-75, LT-78 e LT-89), com os
receptores FGFR2 e FGFR3. As estruturas cristalograficas das proteinas foram
obtidas no Protein Data Bank, sob os cédigos 8stg para a FGFR2 e 3grw para a
FGFR3, e tratadas no programa Pymol para retirada de solvente e ligantes. As
estruturas quimicas da meclizina, erdafitinibe e infigratinibe foram obtidas no banco
de dados PubChem e tratadas no Avogadro para geracdo da estrutura 3D e
otimizacao energética no campo de forca MMFF94s. As estruturas de LT-75, LT-78 e
LT-89 foram desenhadas em 3D no programa MolView e otimizadas no Avogadro. O
atracamento molecular foi realizado na plataforma DockThor e os resultados
analisados no programa Discovery Studio Visualizer. Dos farmacos comerciais,
erdafitinibe apresentou a melhor interagdo tanto com o receptor FGFR2 quanto com
o receptor FGFR3, apresentando valores de energia de afinidade de -10,137 kcal/mol
(FGFR2) e -9,024 kcal/mol (FGFR3), bem como interagdes intermoleculares do tipo
ligagao de hidrogénio e carga atrativa na formacgéo do complexo erdafitinibe/receptor.
Dos derivados de tiossemicarbazonas, o LT-78 obteve a melhor interagcdo com ambos
0s receptores, apresentando valores de energia de afinidade de -8,805 kcal/mol
(FGFR2) e -7,993 kcal/mol (FGFR3) e relevantes intera¢cdes intermoleculares,

exibindo quatro ligacdes de hidrogénio com o FGFR2 e trés ligagcdes de hidrogénio e



duas ligacbes atrativas com o FGFR3, sugerindo a formacdo de um complexo LT-
78/receptor forte. Desta forma, o derivado LT-78 pode ser um potencial candidato em
estudos farmacologicos que envolvam doencas relacionadas a mutacdes nos
receptores FGFR2 e FGFR3.

Palavras-chave: Docking molecular; Fatores de Crescimento de Fibroblastos;

Mutacdao; Prospeccao farmacoldgica.



ABSTRACT

Osteogenesis is a process regulated by Fibroblast Growth Factors (FGFs). The
receptors for FGFs 2 and 3, FGFR2 and FGFR3, respectively, are tyrosine kinase
proteins involved, mainly, in the RAS-RAF-MAPK and STATL1 signaling cascades,
regulating cellular proliferation and maturation. Mutations in the FGFR2 and FGFR3
receptors lead to the development of craniosynostosis syndromes such as Crouzon
syndrome in the case of FGFR2, and achondroplasia in the case of FGFR3. Some
studies have shown a strong interaction of the FGFR2 and FGFR3 receptors with the
drugs meclizine, erdafitinib, and infigratinib; however, further studies prospecting drug
candidates are essential. In this context, thiosemicarbazone molecules exhibit
antitumor, antibacterial, among other activities, in addition to acting as inhibitors of
angiogenesis. Molecular docking is a simulation tool for studying ligand-protein
interaction. The objective of this study was to perform in silico analyses to evaluate
the interaction of the commercial drugs meclizine, erdafitinib and infigratinib, as well
as thiosemicarbazone-derived molecules (LT-75, LT-78 and LT-89), with the FGFR2
and FGFRS3 receptors. The crystallographic structures of the proteins were obtained
in the Protein Data Bank, under the codes 8stg for FGFR2 and 3grw for FGFRS3, and
treated in the Pymol program for solvent and ligand removal. The chemical structures
of meclizine, erdafitinib and infigratinib were obtained from the PubChem database
and treated at Avogadro for generation of the 3D structure and energy optimization in
the MMFF94s force field. The structures of LT-75, LT-78 and LT-89 were designed in
3D in the MolView program and optimized in Avogadro. Molecular docking was
performed on the DockThor platform and the results were analyzed in the Discovery
Studio Visualizer program. Of the commercial drugs, erdafitinib showed the best
interaction with both the FGFR2 and FGFR3 receptors, with affinity energy values of -
10.137 kcal/mol (FGFR2) and -9.024 kcal/mol (FGFR3), as well as intermolecular
interactions of the hydrogen bonding and attractive charge type in the formation of the
erdafitinib/receptor complex. Of the thiosemicarbazone derivatives, LT-78 had the
best interaction with both receptors, presenting affinity energy values of -8.805
kcal/mol (FGFR2) and -7.993 kcal/mol (FGFR3) and relevant intermolecular
interactions, exhibiting four hydrogen bonds with FGFR2 and three hydrogen bonds
and two attractive bonds with FGFR3, suggesting the formation of a strong LT-
78/receptor complex. Thus, the LT-78 derivative may be a potencial candidate in



pharmacological studies involving diseases related to mutations in FGFR2 and FGFR3

receptors.

Keywords: Molecular docking; Fibroblast Growth Factors; Mutation; Pharmacological

prospecting.
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1. INTRODUCAO

A osteogénese humana é o processo de formacao dos 0ssos humanos a partir
de um tecido cartilaginoso, que foi formado previamente, na condrogénese humana.
Na condrogénese, o tecido cartilaginoso deriva de células-tronco mesenquimais
chamadas condroblastos, que produzem fibras colagenas e formam uma matriz da
cartilagem. Desenvolvendo a matriz no tecido, essas células circundam e nutrem a
cartilagem, formando os condrécitos e ostedcitos. Assim, a ossificacdo
intramembranosa forma os 0ssos chatos e a ossificagdo endocondral forma 0s 0ssos
curtos e longos. Com isso, a osteogénese é um processo fundamental para a
estruturacéo 6ssea e vida humana (Gartner, 2020).

A familia de receptores de fatores de crescimento de fibroblastos, do inglés
fibroblast growth factor receptors (FGFRS), € constituida pelas proteinas receptoras
de condrocitos, como a FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4. Os receptores possuem
uma regido extracelular, formada por trés dominios de imunoglobulinas, uma regiao
de membrana hidrofébica e uma regido citoplasmatica tirosina quinase (Dai et al.,
2019).

A porcéo extracelular se liga, entdo, aos fatores de crescimento de fibroblastos,
formando, assim, uma cascata de sinalizacdo pela atividade tirosina quinase. As
principais vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo séo a do PI3K/AKT, STAT
e RAS/MAPK 2. A integridade dessas vias de sinalizagcdo requer uma regulacao
extremamente rigorosa da atividade dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF)
e da especificidade do receptor (Ornitz e Itoh, 2015).

Nesse processo, mutacdes ativadoras do FGFR2, ou seja, alteracbes no
material genético que causam hiperexpressdo, resultam em vérias sindromes de
cranioestenose como Crouzon, Apert e Pfeiffer (Azoury et al., 2017). Do ponto de vista
fenotipico, tais sindromes representam a forma mais branda das doencas associadas
ao receptor FGFR2. Por exemplo, alteracdes nucleotidicas gerando substituicdes de
aminoacidos (¢.1030G > C (Ala344Pro)) no gene FGFR2 no cromossomo 10g25-q26
levam ao fenotipo de Crouzon (Al-Namnam et al., 2019).

Ja a Acondroplasia é a forma mais comum do nanismo esquelético, na qual os
individuos afetados apresentam encurtamento dos membros. E causada por uma
mutacdo de ganho de funcdo do receptor FGFR3, na posi¢cdo 1138, com glicina
substituido por arginina, ocorrendo de forma autossémica dominante (Legare, 2022).


https://en.wikipedia.org/wiki/Immunoglobulin_domain
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrophone
https://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_kinase
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A mutacdo ocasiona a ossificacdo endocondral dificultada, necessitando de
tratamento e acompanhamento constantes (Savarirayan et al., 2021). Sua incidéncia
estimada é de 1:25.000 nascidos vivos e sua prevaléncia € de 1-9:100.000, sendo,
assim, rara (Maia Filho et al., 2022).

O diagnéstico é de acordo com suas caracteristicas clinicas e radioldgicas,
podendo ter estudo molecular, que evidencia a mutacdo do gene FGFR3. Se houver
suspeita diagnéstica ou um dos pais seja portador, pode ser realizado o teste de DNA
fetal para a mutagdo do FGFR3 (Maia Filho et al., 2022).

Portanto, sindromes de cranioestenose e acondroplasia sdo doencas com
origem genética semelhante, porém mais estudos sobre seu surgimento e
caracteristicas ainda sdo necessarios. Alguns estudos ja realizados apresentaram
Otima interacdo dos receptores FGFR2 e FGFR3 com os farmacos Meclizina,
Erdafitinibe e Infigratinibe (Matsushita et al., 2023).

A busca de novas moléculas candidatas a farmacos é essencial, neste
contexto, moléculas de tiossemicarbazonas apresentam estrutura versatil (Cunha et
al.,, 2011) e possuem comprovadas atividades antitumoral (Feun et al.,, 2002),
antibacteriana (Kasuga et al., 2003), antiviral (Teitz et al., 1994), antiprotozoéria
(Bharti, 2002), sendo assim de importancia inibitoria eficaz.

Diante disso, conclui-se que técnicas computacionais, como 0 atracamento
molecular, sdo importantes ferramentas de estudo da interagéo ligante/receptor, visto
gue pode estimar as interagdes intermoleculares, os modos de ligacdo e as energias
envolvidas, diminuindo custos operacionais, dando robustez e suporte aos dados
analisados (Batista et al., 2021).

Assim, o intuito desse trabalho € realizar analises in silico para avaliar a
interacao dos farmacos meclizina, erdafitinibe e infigratinibe, bem como de moléculas
com potencial farmacolégico, derivadas de tiossemicarbazonas (LT-75, LT-78 e LT-
89), com os receptores FGFR2 e FGFR3.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Osteogénese

A osteogénese € um processo complexo que envolve a formacao de tecido
0sseo, regulado por uma variedade de fatores de crescimento e hormonios (Gartner,
2020). Estudos tém demonstrado que a osteogénese € influenciada pela interacdo
entre as células 6sseas e 0 microambiente 0sseo, incluindo a matriz extracelular e as
células imunes (Pacifici, 2016).

Além disso, a osteogénese também ¢é afetada por fatores genéticos e
mutacfes, como as que ocorrem nos genes que codificam os receptores de fatores
de crescimento , como o0 FGFR2 e o FGFR3, podem desregular a mesma (Turner,
2018). A compreensdo desses mecanismos € de suma importancia para o
desenvolvimento de novas terapias para doencgas 6sseas, COmo a osteoporose e a
osteogénese imperfeita, e no caso desse trabalho, sindromes de cranioestenose e
acondroplasia. Como pode ser observado a seguir (figura 1), o tecido 6sseo é formado

por diversas camadas, cada uma com caracteristicas e funcdes especificas.

Figura 1. Representacéo do tecido 6sseo.

_ - Vaso sanguinea
-

das fibras ) A ——— Sistema de Havers
colégenas s

Lamelas ~
circunferenciais
internas

7 Carnal de Havers

Fonte: Junqueira e Carneiro (2017).
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2.2. Proteinas da familia FGFR

Existem diversos tipos de fatores de crescimento, que sdo denominados de
acordo com o tipo de tecido em que seus receptores sdo expressos. A familia de
fatores de crescimento do fibroblasto (FGF) é formada por 22 proteinas
estruturalmente relacionadas. As respostas biologicas de FGF sao mediadas por
guatro receptores tirosina quinase (FGFR1-4) (Silva et al., 2009).

Os receptores dos fatores de crescimento de fibroblastos (Quadro 1) possuem
uma regido extracelular formada por trés dominios de imunoglobulinas (D1, D2 e D3):
uma regido de membrana hidrofébica e uma regido tirosina quinase. (Liu et al., 2023).
Em particular, D1 e D2 estdo ligados por uma sequéncia de sete a oito aminoacidos
ricos em glutamato, aspartato e serina, que € conhecida como caixa de acido (AB).
D1 e AB desempenham um papel fundamental na auto-inibicdo do FGFR (Kalinina et

al., 2012).

Quadro 1. Localizagbes cromossémicas dos genes FGFRs em humanos.

Gene Localizacédo Proteina
FGFR1 8p12 FGFR1b
FGFR1c
FGFR2 10926.12 FGFR2b
FGFR2c
FGFR3 4pl16.3 FGFR3b
FGFR3c
FGFR4 5035.2 FGFR4

Legenda: quatro genes FGFR sé&o identificados em vertebrados, incluindo humanos, camundongos e
peixes-zebra. Eles séo distribuidos por todo o genoma, o que indica que foram derivados de um gene
ancestral comum por duas ondas sucessivas de duplicacdo de genoma dentro da linhagem cordada.
Fonte: adaptado de Itoh e Ornitz (2004).

A regido extracelular desses receptores interage com os fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs), formando uma cascata de sinalizacdo pela

atividade tirosina quinase. Nesse processo, as principais vias de sinalizacéo ativadas
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séo as PI3K/AKT, STAT e RAS/MAPK 2. Os fatores de crescimento de fibroblastos
sinalizam direcionalmente e reciprocamente através dos limites epitélio-
mesenquimais com especificidade do receptor (Ornitz e Itoh, 2001).

Vale enfatizar que os receptores tirosina quinase (RTKs) sao receptores
transmembrana com dominios citoplasmaticos de tirosina quinase que transduzem
sinais extracelulares para varias cascatas de sinalizacdo, como RAS-ERK, PI3K-AKT,
IP3-Ca?* e DAG-PKC (Katoh, 2016).

2.3. Sinalizacao FGF/FGFR

Os FGFs estéo envolvidos em vérias funcdes bioldgicas, especificamente na
migracdo celular, diferenciacdo, angiogénese e cicatrizacdo de feridas (Turner e
Grose, 2010). A sinalizagdo acontece pela ligacdo com os FGFRs, regulando os
processos de crescimento celular, controlando, assim, a modelagem do mesoderma
no embrido inicial ao longo do desenvolvimento de multiplos sistemas organicos (Yun
et al., 2010).

A sinalizagdo FGF/FGFR atua no desenvolvimento 0sseo e na homeostase,
regulando a diferenciacdo de células mesenquimais. Mutac¢des em trés membros da
familia FGFR (FGFR1, FGFR2 e FGFR3) resultam em sinalizacdo desregulada do
FGF e fechamento prematuro da sutura (Azoury et al., 2017).

A ligacéo de ligantes FGFs com a heparina ao dominio extracelular do FGFR3
induz a dimerizagéo e justaposicéo desses receptores para iniciar a transfosforilagao
sequencial (Ornitz et al., 2015). Apos a formacdo dos dimeros, o dominio tirosina
cinase | fosforila o dominio de tirosina cinase Il do outro receptor, promovendo a
ativacdo de uma cascata de sinalizacéo (Park et al., 2022).

A sinalizacdo FGF/FGFR é rigidamente regulada pelas expressdes de FGFs,
FGFRs e cofator de sulfato heparina (Belov e Mohammadi, 2013). A distribuicdo
tecidual diversa e varios niveis de expressao de componentes de sinalizacdo, o que
influencia a funcdo da sinalizacdo FGF/FGFR, afeta o desenvolvimento tecidual, a
manutencao e a patogénese da doenca (Ornitz e Itoh, 2015).

Assim, os ligantes FGFs extracelulares ativam a sinalizacdo de FGFR através
da formacao de dimeros de FGFR (Figura 2), que € auxiliada por proteoglicanos de
sulfato de heparina e mediada pela interacao ligante/receptor.

Apesar de nem todos 0os mecanismos serem bem conhecidos, sabe-se que a

mutacdo G380R leva a estabilizacdo dos dimeros de FGFR3 independente de ligante
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via ligacOes de hidrogénio formadas entre as cadeias laterais dos dois residuos de

arginina (Hurley, Marie e Florkiewicz, 2002).

Figura 2. Esquema da via de sinalizacdo FGF/FGFR.
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Legenda: a ativacdo do FGFR leva a formacdo de dois complexos que ativam vias de sinalizacao
importantes onde a FRS2-GRB2-SOS ativa a via MAPK, que controla crescimento, diferenciacédo e
metabolismo e a FRS2-GRB2-GAB1 ativa a via PI3K/AKT, que controla sobrevivéncia celular,
crescimento e migragdo. Essas vias sdo reguladas por outras proteinas e desempenham papéis
importantes em processos celulares.

Fonte: adaptado de Pacini et al. (2021).

2.4. Mutacdes nos receptores FGFR2 e FGFR3

Nos condrdcitos, a ativacdo de FGFR3 provoca uma ativacdo ERK prolongada
com duracdo de até 24 horas. Acredita-se que o Unico resultado inibitério de
crescimento da ativagdo de FGFR3 observado em condrécitos reside na capacidade

de manter a ativagdo prolongada de ERK, deixando o receptor hiperativo. O
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mecanismo molecular subjacente a esse recurso € desconhecido (Dardenne et al.,
2023).

MutacBes ativadoras heterozigotas do FGFR2 resultam em varias sindromes
de cranioestenose, como Crouzon, Apert, Pfeiffer, entre outras. Enquanto a maioria
das mutacbes no FGFR2 localiza-se em dois éxons que codificam o dominio Iglll
extracelular (llla/éxon 8 e llic/éxon 10), mutacdes foram identificadas em éxons que
codificam a regiédo tirosina quinase (éxons 3, 5, 14, 15, 16 e 17) e no éxon 11, que
codifica 0 dominio transmembrana, bem como os dominios Igl e Igll (Azoury et al.,
2017).

Do ponto de vista fenotipico, sindromes de cranioestenose representam a
forma mais branda das doencas associadas ao receptor FGFR2. Alteracdes
nucleotidicas causando substituicdes de aminoécidos (c.1030G > C (Ala344Pro)) no
gene FGFR2 no cromossomo 10925-q26 levam ao fendtipo de crouzon.
Aproximadamente 95% de 50 mutacles diferentes de casos de sindromes de
cranioestenose apresentaram mutacbées em apenas dois exons do gene
immunoglobulin-like 111 (Iglll) [Igllla (8) e dominios Igllic (10)] que codificam o dominio

Iglll extracelular da proteina (Al-Namnam et al., 2019).

2.4.1. FGFR2

O FGFR2 (Receptor de Fator de Crescimento de Fibroblastos 2) € um gene
gue codifica uma proteina importante para o desenvolvimento e crescimento de
tecidos. Mutac6es no FGFR2 podem levar a varias sindromes genéticas, incluindo a
Sindrome de Crouzon, Sindrome de Apert, Sindrome de Pfeiffer e Sindrome de
Jackson-Weiss (Ornitz e Marie, 2015). Essas sindromes sao caracterizadas por
anomalias craniofaciais, incluindo cranioestenose, hipertelorismo e deformidades
nasais e auriculares. Além disso, algumas dessas sindromes também podem

apresentar anomalias esqueléticas e problemas de crescimento (Mao et al., 2020).

2.4.2 FGFR3

A mutagao no gene FGFR3 pode levar a uma variedade de consequéncias,
incluindo a acondroplasia, a forma mais comum de nanismo, que é caracterizada por
uma reducdo significativa da estatura e anomalias craniofaciais (Hecht et al., 2015).

Além disso, a mutacdo no FGFR3 também pode levar a displasia espondilo epifisaria


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Azoury%20SC%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Al-Namnam%20N%5BAuthor%5D

21

congénita, uma doenca 0ssea que afeta a formacdo das vértebras e das epifises
(Chae et al., 2016). Outras consequéncias da mutacdo no FGFR3 incluem problemas
respiratérios, como apneia do sono e insuficiéncia respiratoria (Yassuda et al., 2024),
bem como um aumento do risco de desenvolver cancer urotelial (Ascione et al., 2023).
Além disso, a mutacdo no FGFR3 também pode levar a anomalias craniofaciais
(Guimaraes et al., 2023).

2.5. Tratamento

A busca por inibidores da interacdo entre os receptores dos fatores de
crescimento de fibroblastos é de grande importancia haja vista a variedade de
consequéncias que essa ligacdo pode ocasionar, em casos de mutacao
(Eswarakumar et al., 2005).

Atualmente, os farmacos erdafitinibe, infigratinibe e meclizina (Figura 3) séo
utilizados no tratamento de doencas relacionadas a mutacdes no FGFR2 e FGFRS3.
O erdafitinibe € um eficaz inibidor da tirosina quinase dos receptores FGFR1, FGFR2,
FGFR3 e FGFRA4. Ele apresentou atividade antitumoral em modelos pré-clinicos de
diferentes tumores sélidos (Subbiah e Verstovsek, 2023). A ligacdo do erdafitinibe
com os receptores FGFR2 e FGFR3 inibe a atividade dos FGFs e vale destacar que
o erdafitinibe € o primeiro inibidor de FGFR aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso na terapia de pacientes com carcinoma urotelial
metastatico e cancer de bexiga mestastatico, com alteracdes genéticas suscetiveis
de FGFR3 ou FGFR2 (Li et al., 2023).

A infigratinibe também é um inibidor tirosina quinase que possui como alvo os
receptores do fator de crescimento de fibroblastos FGFR1, FGFR2 e FGFR3.
Infigratinibe € um medicamento reversivel, ndo inibidor competitivo de todos os quatro
subtipos de FGFRs, bloqueando a sinalizagao e inibindo a proliferacdo celular em
casos de mutacdo (Kang., 2021). Estudos sugerem também que o infigratinibe
apresenta potencial terapéutico no tratamento de criancas com acondroplasia
(Komla-Ebri et al., 2016), sendo, dessa forma, de grande interesse para novos
estudos.

J4 a meclizina é um farmaco que possui acdo ao diminuir os efeitos da
sinalizacéo do receptor FGFR3, melhorando assim o crescimento 6sseo (Matsushita
et al., 2013). Estudos demonstraram que a meclizina reduziu a atividade da cascata
enzimatica mais relevante associada a sinalizacdo do FGFR3 em condrécitos, a da
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proteina-quinase ativada por mitégeno (mitogen-activated protein kinase, MAPK)
(Matsushita et al., 2013).

Figura 3. Estrutura quimica do (A) Erdafitinibe, (B) Infigratinibe e (C) Meclizina.
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Fonte: PubChem.

2.6. Tiossemicarbazonas

Vérias moléculas com atividade bioldgica possuem compostos heterociclicos,
a presenca de heteroatomos na sua estrutura pode propiciar uma especificidade
preferencial em sistemas biologicos. As tiossemicarbazonas, conhecidas por
possuirem a formula geral RIR2C=N-NH-C=S-NR3R4 (Gaber et al., 2021), séo
compostos de consideravel interesse cientifico, devido as suas importantes
propriedades quimicas e bioldgicas, tais como antitumoral (Feun et al., 2002),
antibacteriana (Kasuga et al., 2003), antiviral (Teitz et al., 1994), antiprotozoaria
(Bharti et al., 2002), entre outras.

Além disso, sdo muito empregadas como intermediarias na sintese organica
de importantes heterociclicos, como por exemplo os tiazois, tendo, do ponto de vista
sintético, como caracteristica principal sua versatilidade de obtencao, e sua aplicacao
como intermediarios de muitos ndcleos importantes (Tendrio et al., 2005).

De forma simples, sua caracteristica principal é a versatilidade de obtencao,
além da ampla aplicacdo como intermediarios de muitos nucleos importantes. Em
geral, elas apresentam baixo custo de sintese, além de grande economia de atomos,
pois, com excecdo da agua que € liberada na sua sintese, todos os outros atomos
dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final. Sendo, assim,
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substancias de facil estocagem, ndo necessitando de armazenagem especial
(Tendrio et al., 2005).

Sao substancias com estruturas analogas as semicarbazonas. diferenciando-
se apenas pela substituicdo do oxigénio por um enxofre (Figura 4). A classe de
compostos desperta grande interesse em funcdo de recentes descobertas
farmacologicas, inclusive com potencial aplicacio no combate a doencas
negligenciadas como a tuberculose. A principal justificativa da sua atividade biologica
esta diretamente ligada a sua estrutura, pois a presenca de atomos de N e S do tipo
sp2 confere-lhes deslocalizacéo eletrénica direcionada para estes atomos, permitindo

a coordenacdo com metais de transicdo (Cunha et al., 2011).

Figura 4. Estrutura quimica geral das Semicarbazonas e Tiossemicarbazonas.
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Fonte: retirado de Beraldo (2004).

Vale ressaltar também que as tiossemicarbazonas e as semicarbazonas
também demonstram atividade como inibidores de enzimas por meio da complexacéo
de metais enddgenos ou por reacdes redox com interagcdes com o DNA e da inibicao
da sintese de DNA. Altera¢6es na enzima ribonucleosideo difosfato redutase, podem
alterar a velocidade de mutacédo das células (Beraldo, 2004 e Finch et al., 2000).
Assim, dada sua devida importancia, os derivados de tiossemicarbazonas LT-75, LT-
78 e LT-89, foram objeto de estudo deste trabalho, com o intuito de avaliar,

computacionalmente, suas interacfes com os receptores FGFR2 e FGFR3.

2.6.1 Atividade bioldgica das tiossemicarbazonas
As tiossemicarbazonas sdo uma classe de compostos organicos que tém
demonstrado atividade inibitéria contra uma variedade de alvos bioldgicos. Estudos

tém mostrado que as tiossemicarbazonas podem inibir a proliferacdo de células



24

cancerosas (Silva, 2017), como também apresentam atividade antibacteriana e
antifingica (Silva, 2016). Além disso, outro exemplo é que atividade inibitoria das
tiossemicarbazonas também esté relacionada a inibicdo do crescimento e reproducao

da bactéria Mycobacterium tuberculosis, que causa a tuberculose (Neres, 2021).

2.7. Atracamento molecular

O atracamento molecular, também conhecido como docking molecular, € uma
técnica computacional utilizada na simulagdo do complexo proteina/ligante. A mesma
serve para prever como se dara as interacfes do ligante no alvo e no céalculo da
energia potencial do complexo proteina/ligante (Verli, 2014). Esta técnica se baseia
no modelo chave/fechadura, sendo a abordagem focada em simular o encaixe entre
duas moléculas (Santos, 2021).

Para a simulacdo de atracamento, inicialmente, avalia-se 0 espaco
conformacional disponivel para o ligante e entdo obter valores referentes a afinidade
de ligacdo. E importante destacar que os algoritmos diferem no peso dado a
interacdes ndo covalentes especificas e/ou parametros entropicos, produzindo varios
resultados para o mesmo banco de dados de ligantes no mesmo alvo. Assim, também
vale enfatizar que esse processo também apresenta dificuldades, podendo destacar
trés principais limitacbes da técnica que sdo: 1) a incapacidade de modelar com
precisao o solvente; 2) a entropia; e 3) a flexibilidade do alvo (Lohning et al., 2017).

Sobre a questdo da entropia, a formacdo do complexo ligante/receptor
depende da entropia e entalpia. O efeito hidrofébico afeta a entropia do solvente,
desse modo a regido sofre dessolvatacado e mais moléculas de agua sao liberadas,
aumentando a entropia. Do mesmo modo, na formacao do complexo alguns graus de
liberdade sdo perdidos para ter maior estabilizacdo do mesmo, e h4 diminuicdo na
entropia conformacional (Magalhaes, 2006).

Ja em relacdo a flexibilidade do alvo, varios programas de atracamento
disponiveis podem ser utilizados para ajustar o ligante em uma regido definida do
alvo, sendo um sitio ativo ou uma cavidade de interesse. Eles combinam e otimizam
variaveis como complementaridade estérica, hidrofdbica e eletrostatica, e estimam a
afinidade de ligacéo através de uma funcéo da pontuacéo (Sethi, 2019).

O atracamento molecular, dessa forma, € uma ferramenta fundamental para

estudos farmacoldgicos, pois permite a previsdo da interacdo entre moléculas de



25

farmacos e alvos bioldgicos. Pode-se identificar moléculas com potencial terapéutico
e a otimizacao da sua estrutura quimica para melhorar a sua eficacia e reduzir efeitos
colaterais (Leéo, 2022).

Além disso, o atracamento molecular também pode ser utilizado para prever a
resisténcia a farmacos e desenvolver estratégias para supera-la. Portanto, o
atracamento molecular € uma ferramenta essencial para o desenvolvimento de novos

farmacos e para a melhoria da eficacia dos farmacos existentes (Oliveira, 2016).

2.8. Interacdes Intermoleculares

As interacBes intermoleculares desempenham um papel fundamental na
avaliacdo da interacdo ligante/receptor, pois permitem entender como as moléculas
se reconhecem e se ligam umas as outras (Junqueira e Maximiano, 2020). A analise
das interacbes intermoleculares, como ligacbes de hidrogénio e interacbes
hidrofébicas, € essencial para prever a afinidade e a especificidade da ligacéo entre
o ligante e o receptor (Silva, 2024). Portanto, a compreensao de tais interacdes €
crucial para o desenvolvimento de novos farmacos e alternativas terapéuticas.

Um exemplo simples sé&o as ligacbes de hidrogénio que podem ser do tipo
ligacdo de hidrogénio convencional (considerada a interag&o intermolecular mais forte
dentre todas), ligacdo de hidrogénio carbono-hidrogénio (mais fraca que a
convencional), ligacdo de hidrogénio do tipo m-doador e ponte salina. Ligacdo de
hidrogénio convencional ocorre entre um atomo doador de ligagdo de hidrogénio e
um atomo receptor. Atomos de nitrogénio, oxigénio, fosforo e enxofre s&o
considerados atomos doadores de ligacdo de hidrogénio convencional e os atomos
de hidrogénio sdo considerados doadores se estiverem ligados a esses atomos
(Arunan et al., 2011; Gomez-Jeria et al., 2020).

Outro fator importante sdo as interagcfes eletrostéticas, de suma importancia
para a visualizacdo das interacGes intermoleculares no geral. Como exemplo ha
interacao por carga atrativa, ponte salina sem ligacdo de hidrogénio, interagdes -
cation e -anion. Interacdo por carga atrativa ocorre entre atomos que possuem
cargas formais opostas, inteiras ou fracionéarias, e que estdo dentro da distancia

méaxima de carga-carga de 5,6 A (Biovia, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar as interagfes intermoleculares entre as proteinas receptoras FGFR2 e

FGFR3 com farmacos comerciais e derivados de tiossemicarbazonas.

3.2. Objetivos Especificos

® Realizar o atracamento molecular dos farmacos comerciais Erdafitinibe,
Infigratinibe e Meclizina com os receptores FGFR2 e FGFRS3.

® Realizar o atracamento molecular dos derivados de tiossemicarbazonas LT-
75, LT-78 e LT-89 com os receptores FGFR2 e FGFR3.

® Analisar as energias de interacao e os modos de ligacdo do complexo proteina-
ligantes.

® Analisar as interacOes intermoleculares envolvidas no complexo proteina-

ligantes.
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4. METODOLOGIA

A metodologia empregada neste trabalho envolveu o uso da técnica de
atracamento molecular, a qual € uma metodologia in silico que fornece o prognéstico
dos modos de ligacdo moléculas ao interagirem com um sitio receptor (Barreiro e
Fraga, 2014).

4.1. Proteinas

As estruturas cristalograficas das proteinas FGFR2 e FGFR3 foram obtidas no
Protein Data Bank (PDB), sob os cédigos 8stg para a FGFR2 (Figura 5A) e 3grw para
a FGFR3 (Figura 5B). As mesmas foram tratadas no programa Pymol, removendo
estruturas de outras proteinas que estavam acopladas, ligantes e solventes,

deixando-as em melhor estado para a simulagéo do atracamento.

Figura 5. Estrutura cristalogréafica do (A) FGFR2 e do (B) FGFR3.

Fonte: PDB.

4.2. Moléculas ligantes

4.2.1. Meclizina, erdafitinibe e infigratinibe

As estruturas quimicas dos farmacos comerciais meclizina, erdafitinibe e
infigratinibe foram obtidas no banco de dados PubChem no formato 2D. Apés a
obtencdo, elas foram submetidas ao programa Avogadro e posteriormente
convertidas em formato 3D. Nessa fase, as estruturas passaram por um processo de
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otimizacao energética da estrutura, ou seja, uma minimizacao de energia, aplicando

o campo de forca MMFF94s, para melhor simulacédo do atracamento.

4.2.2. Derivados de tiossemicarbazonas

As estruturas quimicas dos derivados de tiossemicarbazonas LQIT/LT-75,
LQIT/LT-78 e LQIT/LT-89 foram gentilmente cedidas pela Prof2. Dr2. Maria do Carmo
Alves de Lima do Laboratério de Quimica e Inovacao Terapéutica da Universidade
Federal de Pernambuco.

A partir das estruturas quimicas, foram desenhadas as estruturas
tridimensionais (3D) dos derivados utilizando o programa MolView. Em seguida, as
estruturas 3D foram otimizadas no programa Avogadro, aplicando o campo de forca
MMFF94s.

4.3. Atracamento Molecular

O atracamento molecular foi realizado na plataforma DockThor, a qual é uma
plataforma nacional, desenvolvida pelo Laboratorio Nacional de Computagao
Cientifica (LNCC), que gera simula¢cBes de interacdo entre proteinas e ligantes
gerando valores de energia de interagdo, bem como o0s tipos de interagdes
intermoleculares envolvidos na formacao do complexo proteina-ligante (Leédo, 2022).
Esta plataforma utiliza um algoritmo genético ndo-geracional, denominado “de estado
estacionario”, ou seja, somente as conformagdes com aptidao irdo sofrer mutagéo e
reproducao cruzada para gerar a proxima populacao (Biazus, 2015).

As coordenadas do centro da caixa de simulacéo (grid center) sdo numeros
indicadores da regido de melhor atracamento, ou seja, a posicao a ser realizada a
simulacdo no Dockthor. A caixa tem as coordenadas de orientagdo X, Y e Z. As
coordenadas de origem (X, Y e Z) servem para determinar a localizacéo central de
uma area de analise, geralmente do sitio de acdo de uma proteina (Batista et al.,
2022).

Se define a localizacdo da caixa como a regido de maior afinidade (sitio de
ligacdo). As coordenadas das proteinas foram estabelecidas por meio do programa

Visual Molecular Dynamics (VMD), as quais sao:

® FGFR2: X=-27,648; Y= 27,175; Z= 28,796.
® FGFR3: X=49,839; Y= 14,911, Z= -33,061.
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As simulacbes de atracamento das proteinas FGFR2 e FGFR3 com as
moléculas-ligantes de erdafitinibe, infigratinibe, meclizina e os derivados de
tiossemicarbazonas (LT-75, LT-78 e LT-89) foram realizadas seguindo os seguintes
parametros: adicdo de hidrogénio, sem adicdo de cofatores, tamanho da caixa
24x24x24, discretizagcdo 0,25, e aplicando os valores de coordenadas para

posicionamento da caixa de simulacdo, mencionadas acima.

4.4 Analise dos resultados

Para a andlise dos resultados, foi utilizado o programa Discovery Studio
Visualizer para obtencdo das representagdes graficas 3D do atracamento molecular
do complexo receptor-ligante, bem com os diagramas 2D das interacfes

intermoleculares envolvidas na formacao do complexo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Atracamento molecular dos receptores com erdafitinibe, infigratinibe e
meclizina

Os valores das energias de interacdo e energia total, apresentados na
simulacdo de atracamento molecular entre o receptor FGFR2 e os farmacos
comerciais erdafitinibe, infigratinibe, meclizina. (Tabela 1), bem como das interaces

intermoleculares (Figura 6), podem ser observadas a seguir:

Tabela 1. Valores de Energia de afinidade e Energia total do complexo receptor FGFR2 e

farmacos comerciais.

Molécula Energia de afinidade Energia total

(kcal/mol) (kcal/mol)
Erdafitinibe -10,137 60,835
Infigratinibe -9,391 65,503
Meclizina -9,240 125,429

Fonte: autoria propria (2025).
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Figura 6. Interacgdes intermoleculares entre o receptor FGFR2 e os farmacos comerciais

(A) Erdafitinibe,

(B) Infigratinibe e (C) Meclizina.
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Na tabela 2 podem ser observados os valores de energia apresentados pelo
complexo receptor FGFR3 e os farmacos comerciais. As interacfes intermoleculares

apresentadas na simulacdo estao na Figura 7.

Tabela 2. Valores de Energia de afinidade e Energia total do complexo receptor FGFR3 e

farmacos comerciais.

Energia de afinidade Energia total

Molécula (kcal/mol) (kcal/mol)
Erdafitinibe -9,024 69,648
Infigratinibe -7,814 67,943
Meclizina 8,717 125,991

Fonte: autoria propria (2025).



Figura 7. Interaces intermoleculares entre o re

ceptor FGFR3 e os farmacos comerciais

(A) Erdafitinibe, (B) Infigratinibe e (C) Meclizina.
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O atracamento molecular é uma ferramenta que busca por meio de modelos
matematicos predizer aproximadamente o modo de interacdo e a afinidade dos
ligantes com um alvo terapéutico. A simulacdo de reconhecimento ligante/receptor
objetiva obter a posicdo de menor energia baseada na complementaridade quimica
do complexo ligante/receptor que varia de acordo com as caracteristicas estruturais
e fisico-quimicas das estruturas envolvidas (Abreu et al., 2015; Ferreira, 2015).

A plataforma de atracamento utilizada neste trabalho, DockThor, ranqueia as
melhores conformacdes (posi¢do) de um mesmo ligante de acordo com a sua energia
total, que corresponde a soma de todas as energias do sistema, ou seja, a energia de
Coulomb, van der Waals e energia interna. Quanto menor a energia total e da energia
de afinidade, melhor a posi¢éo do ligante na proteina (Freitas, 2022).

Ao comparar as energias de afinidade e total apresentadas pelos farmacos
comerciais, 0 atracamento da molécula de erdafitinibe com o receptor FGFR2
apresentou a melhor energia de afinidade (-10,137 Kcal/mol) e energia total (60,835
Kcal/mol) conforme demonstrado na Tabela 1. Ao analisar as interacdes
intermoleculares também se observou um melhor resultado para o erdafitinibe, com
a presenca de duas ligacdes de hidrogénio convencionais, sugerindo que a interacao
do erdafitinibe com o receptor FGFR2 é mais forte do que com o infigratinibe e
meclizina.

Igualmente, para o receptor FGFR3 o farmaco erdafitinibe apresentou o melhor
valor de energia de afinidade (-9,024 Kcal/mol) e um étimo valor de energia total
(69,648 Kcal/mol) e interacdes intermoleculares relevantes em comparacdo aos
outros dois farmacos comerciais. Estdo presentes interacdes intermoleculares do tipo
van der Waals, carga atrativa, ligacdo de hidrogénio convencional, ligacdo carbono-
hidrogénio, pi-anion, ligacao de hidrogénio pi-doado, alquil e pi-alquil.

As forcas de van der Waals s&o um tipo de forga intermolecular que ocorre
entre moléculas ndo polares, sendo responsaveis pela atracao entre elas (Batista,
2019). Essas forcas séo resultados da interacao entre os dipolos temporarios que se
formam nas moléculas devido a movimentag&o dos elétrons (Dill e Bromberg, 2010).
As forcas de van der Waals sdo importantes para a estabilidade de sistemas
bioldgicos, como a estrutura das proteinas e a adesdo entre células (Kawai et al.,
2016), sendo apresentadas em todas as figuras anteriores, exceto a 7B e a 6A.

A carga atrativa € uma forca elétrica que atua entre cargas elétricas de sinais

opostos, crescendo com o aumento das cargas opostas e diminuindo de acordo com
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a distancia apresentada (Guse, 2025). Este tipo de interacdo intermolecular foi
observado entre o receptor FGFR3 e o erdafitinibe (Figura 7A) e meclizina, (Figura
7C), indicando formac&o do complexo ligante/receptor mais estavel.

A ligacéo de hidrogénio é um tipo de interacao intermolecular que ocorre entre
um atomo de hidrogénio de uma molécula com um atomo muito eletronegativo
(oxigénio, nitrogénio ou flaor) de outra molécula (Aruana et al., 2011). Este tipo de
ligagdo permite manter juntas as cadeias complementares de DNA e determinam a
estrutura tridimensional de proteinas, sendo considerada a mais forte das interacfes
intermoleculares (Santos, 2023). Nos resultados obtidos, para o receptor FGFR2,
observou-se a presenca de duas ligacdes de hidrogénio para o farmaco Erdafitinibe
(Figura 6A). Ja nos resultados do receptor FGFR3, foram observadas ligacdes de
hidrogénio com o Erdafitinibe (Figura 7A) e o Infigratinibe (Figura 7B), com duas
ligagOes cada.

LigacBes pi-anion sao interacdes de perfil eletrostatico e pela polarizabilidade
induzida por ions (Giese, Albrecht e Rissanen, 2016). Ocorrem entre sistemas
aromaticos deficientes em elétrons e anions, em que o sistema aromatico pode estar
carregado positivamente ou ser um sistema neutro relativamente pobre em elétrons,
ou seja, como um tipo especial das interacdes ibnicas ou interacdes ion-dipolo
(Fokoue et al., 2020). Elas foram observadas na interacdo do receptor FGFR3 com
Erdafitinibe (Figura 7A) e Meclizina (Figura 7C), sado consideradas interacdes fracas.

A ligacdo aquil € uma interagdo fraca, mas pode ter um papel significativo na
conformacao e na estabilidade de estruturas de complexos, como na formacgao de
complexos ligante/proteina e proteina/proteina (Fokoue et al., 2020). Elas foram
observadas em todas as simula¢cdes de atracamento realizadas entre os receptores
FGFR2 e FGFR3 com os trés farmacos comerciais avaliados neste trabalho.

Ademais, as interacdes pi-alquil sdo as que ocorrem entre grupos alquil e
sistemas m, como em compostos aromaticos ou em complexos de coordenacdo ou
também interacdes entre uma carga negativa e orbitais 7, sendo geralmente fracas.
Os anions alquil sdo conhecidos por serem menos estaveis devido a carga negativa
associada a atomos de carbono, sem alta eletronegatividade (Xiao e Pignatello,
2015). Elas foram observadas nas interacdes entre o FGFR2 e os trés farmacos

comerciais (Figura 6) e o FGFR3 e o Erdafitinibe (Figura 7A) e Meclizina (Figura 7C).
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Dessa forma, os resultados apresentados indicam que o farmaco erdafitinibe
pode representar uma boa alternativa terapéutica no tratamento de doencas

relacionadas aos receptores FGFR2 e FGFR3.

5.2. Atracamento molecular dos receptores com o0s derivados de
tiossemicarbazonas

Na tabela 3 podem ser observados os valores das energias de interacdo e
energia total, apresentados na simulag&o de atracamento molecular entre o receptor
FGFR2 e derivados de tiossemicarbazonas LT-75, LT-78 e LT-89. As interacoes
intermoleculares envolvidas na formacado do complexo derivado-FGRF2 podem ser

visualizadas na Figura 8.

Tabela 3. Valores de Energia de afinidade e Energia total do complexo receptor FGFR2 e

os derivados de tiossemicarbazonas.

Energia de afinidade Energia total

Molecula (kcal/mol) (kcal/mol)
LT-75 8,794 7,151
LT-78 -8,805 15,564
LT-89 8,932 4,186

Fonte: autoria propria (2025).



Figura 8. Interacdes intermoleculares entre o receptor FGFR2 e os derivados de
tiossemicarbazonas (A) LT-75, (B) LT-78 e (C) LT-89.
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Os resultados do atracamento molecular que avaliou a interacdo dos derivados
tiossemicarbazonas com o receptor FGFR3 estdo apresentados na Tabela 4 e Figura
9.

Tabela 4. Valores de Energia de afinidade e Energia total do complexo receptor FGFR3 e

os derivados de tiossemicarbazonas.

Molécula Energia de afinidade Energia total

(kcal/mol) (kcal/mol)
LT-75 -7,990 13,999
LT-78 -7,993 24,970
LT-89 -7,343 9,778

Fonte: autoria propria (2025).



Figura 9. Interacdes intermoleculares entre o receptor FGFR3 e os derivados de
tiossemicarbazonas (A) LT-75, (B) LT-78 e (C) LT-89.
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Segundo os dados apresentados na tabela 3, a interacao do derivado LT-89
com o receptor FGFR2 apresentou os melhores valores de energia de afinidade (-
8,932 kcal/mol) e energia total (4,186 kcal/mol), sendo assim, do ponto de vista
energético, a melhor interacdo em comparacdo aos outros derivados de
tiossemicarbazonas avaliadas neste trabalho. Contudo ao avaliar as interagdes
intermoleculares envolvidas, o complexo FGFR2/LT-78 (Figura 8B) exibiu quatro
ligagdes de hidrogénio, sugerindo a formagédo de um complexo forte.

Outrossim, conforme dados apresentados na Tabela 4, os valores de energia
de afinidade apresentados na formagcdo do complexo  derivado
tiossemicarbazona/receptor FGFR3 ficaram muito proximos entre os trés derivados
estudados neste trabalho: LT-75 (-7,990 kcal/mol), LT-78 (-7,993 kcal/mol) e LT-89 (-
7,343 kcal/mol). Contudo, o perfil de interacdes intermoleculares foi distinto para cada
derivado (Figura 9), deste modo foi possivel estimar que o derivado LT-78 possui a
melhor interacdo com receptor FGFR3 por exibir trés ligacdes de hidrogénio e duas
ligacdes atrativas, sugerindo uma interacédo mais forte do LT-78 com o FGFR3 do que

com os demais derivados.
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6. CONCLUSAO

Do grupo dos farmacos comerciais, o erdafitinibe apresentou a melhor
interacdo tanto com o receptor FGFR2 quanto com o receptor FGFR3.

Além disso, do grupo dos derivados de tiossemicarbazonas, o derivado LT-78
foi 0 que obteve melhor atracamento com ambos os receptores (FGFR2 e FGFR3),
apresentando relevantes interagdes intermoleculares no complexo receptor/LT-78.
Desta forma, o derivado LT-78 pode ser um potencial candidato em estudos
farmacologicos que envolvam doencas relacionadas aos receptores FGFR2 e
FGFR3.

Devido as limitacbes da técnica de atracamento molecular, s&o necessarios
estudos experimentais para complementar a discussdo a respeito da interacdo dos

receptores FGFRs e os derivados de tiossemicarbazonas.
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