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RESUMO

Os avangos no conhecimento do genoma das células cancerigenas nos tltimos anos tém impulsionado
a pesquisa por novos agentes terapéuticos com propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas
otimizadas. O céncer apresenta alta incidéncia e mortalidade nos paises do mundo todo. As terapias
disponiveis ainda ndo sdo eficientes para tratar muitos tipos de cancer, principalmente quando se
encontram em estdgio avancado. Além disso, muitos tratamentos provocam uma serie de efeitos
colaterais debilitantes, que alteram a qualidade de vida das pessoas. A ocorréncia de alteracdes nos
alvos moleculares, P53-Y220C (Cellular tumor antigen p53-y220c), MDM2 ( E3 ubiquitin-protein
ligase Mdm?2), BIRC7 (Baculoviral IAP repeat-containing protein 7), sao importantes para o
estabelecimento do cancer, pelo papel crucial que desempenham na regulag@o da via apoptdtica. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo a identificacdo de potenciais ligantes para os alvos
moleculares p53-Y220C, MDM2 e BIRC7, a partir de andlises in silico. Por meio da técnica docking
molecular foi possivel calcular a energia de interagcdo entre as moléculas ligantes e os respectivos
alvos moleculares para a selecdo de compostos que formem complexos mais estdveis, com menor
energia de ligacdo durante o processo de interacdo. A técnica de bioisosterismo foi utilizada para gerar
moléculas andlogas aos ligantes estabelecidos como controle para os ensaios docking molecular a
partir da sele¢@o de grupos funcionais que apresentam interacdo menos favoravel com seus respectivos
alvos moleculares. Para o ligante cédigo RZH derivado do indol, cristalizado com a proteina p53-
y220C cdédigo pdb: SAOI, foram selecionados os fragmentos moleculares N1 e N2 para substituicdo
bioisosterica. Para o ligante G13 cristalizado com a proteina BIRC7, cédigo pdb: 3F7I, foram
selecionados os fragmentos moleculares N2, N7 e N23 para substitui¢do bioisosterica. Para a proteina
MDM?2 foram selecionados ligantes da base de dados ZINC para os ensaios de docking molecular. De
acordo com resultados obtidos durante os cédlculos de docking molecular, os compostos Bio 011 N1 (-
7,2 keal.mol™), Bio 009 N1 (-7,0 keal.mol ™), Bio 004 N2 (-7,0 keal.mol™), Bio 002 N2 (-6,9 kcal.mol’
") Bio 003 N2 (-6,9 kcal.mol' ) e Bio 003 N2 (-6,9 kcal.mol) sdo candidatos promissores para
restaurar a funcdo da proteina p53 com a alteracdo Y220C. Os compostos ZINC49525064 (-7,9
kcal.mol ™), ZINC49524869 (-7,9 kecal.mol™), ZINC37307305 (7,9 keal.mol ™), ZINC37307202 (-7,9
kcal.mol ™) sdo candidatos promissores para inibir a proteina MDM2. E os compostos BBio 003 (-9,7
kcal.mol™), BBio 001 (-9,5 kcal.mol™"), BBio 002 (-8,1 kcal.mol™"), BBio 007 (-8,1 kcal.mol") BBio
008 (-7,9 kcal.mol™) sdo candidatos promissores inibir a proteina a proteina BIRC7. Todos os
compostos identificados apresentaram pardmetros fisicos quimicos que respeitam as regras dos cinco
de Lipinski (ROS5) e podem ser administrados por via oral. Teoricamente essas substancias podem
contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas experimentais e ensaios clinicos.

Palavras chaves: proteina P53-y220C, protein MDM2, proteina Birc7, apoptose, docking molecular.



ABSTRACT

Advances in knowledge of the cancer cell genome in recent years have driven the search for new
therapeutic agents with optimized pharmacodynamic and pharmacokinetic properties. Cancer has a
high incidence and mortality in countries around the world. The therapies available are still not
effective in treating many types of cancer, especially when they are in an advanced stage. In addition,
many treatments cause a series of debilitating side effects that alter people's quality of life. The
occurrence of changes in the molecular targets, P53-Y220C (Cellular tumor antigen p53-y220c),
MDM2 (E3 ubiquitin-protein ligase Mdm?2), BIRC7 (Baculoviral IAP repeat-containing protein 7), are
important for the establishment of cancer, crucial role they play in regulating the apoptotic pathway. In
this context, the present work aimed to identify potential ligands for the molecular targets p53-y220C,
MDM?2 and BIRC7, based on in silico analyzes. Through the molecular docking technique it was
possible to calculate the interaction energy between the binding molecules and the respective
molecular targets for the selection of compounds that form more stable complexes, with less binding
energy during the interaction process. The bioisosterism technique was used to generate molecules
analogous to the ligands established as a control for molecular docking assays from the selection of
functional groups that present less favorable interaction with their respective molecular targets. For the
ligand code RZH derived from indole, crystallized with the protein p53-y220C code pdb: SAOI, the
molecular fragments N1 and N2 were selected for bioisosteric substitution. For the G13 ligand
crystallized with the BIRC7 protein, code pdb: 3F71, the molecular fragments N2, N7 and N23 were
selected for bioisosteric substitution. For the MDM?2 protein, ligands were selected from the ZINC
database for molecular docking assays. According to results obtained during molecular docking
calculations, the compounds Bio 011 N1 (-7.2 kcal.mol™), Bio 009 N1 (-7.0 kcal.mol ™), Bio 004 N2 (-
7.0 kcal.mol™), Bio 002 N2 (-6.9 kcal.mol"') Bio 003 N2 (-6.9 kcal.mol) and Bio 003 N2 (-6.
kcal.mol™) are promising candidates for restoring the function of the p53 protein with the Y220C
alteration. Compounds ZINC49525064 (-7.9 kecal.mol™), ZINC49524869 (-7.9 kcal.mol™),
ZINC37307305 (-7.9 kcal.mol™), ZINC37307202 (-7.9 kcal.mol™') are promising candidates for
inhibiting the MDM2 protein. And the compounds BBio 003 (-9.7 kcal.mol™), BBio 001 (-9.5
kcal.mol™), BBio 002 (-8.1 kcal.mol™), BBio 007 (-8.1 kcal.mol") BBio 008 (-7.9 kcal.mol") are
promising candidates to inhibit protein to BIRC7. All the compounds identified showed physical and
chemical parameters that respect the rules of the five of Lipinski (ROS5) and can be administered
orally. Theoretically these substances may contribute to the development of new experimental
research and clinical trials.

Keywords: protein P53-y220C, protein MDM2, protein Birc7, apoptosis, molecular docking.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, sempre o homem buscou por recursos capazes de curar as
doencas e aliviar as dores. Inicialmente os inicos meios terapéuticos disponiveis se baseavam
no conhecimento popular de remédios advindos da natureza, principalmente os extraidos de
plantas (NEWMAN; GRAGG; SNADER, 2000).

Entre o periodo de 1850 a 1945, com pouco conhecimento detalhado dos fundamentos
bioldgicos das doencgas, a pesquisa de novos agentes terapéuticos baseou-se em triagens
aleatérias de substancias. Nesse processo, todas as substancias quimicas disponiveis,
sintetizadas ou extraidas de recursos naturais, passavam por testes in vitro € in vivo na
tentativa de encontrar alguma que manifestasse o efeito bioldgico necessario. Muitas vezes,
durante esses ensaios, acabavam descobrindo substancias efetivas para o tratamento de uma
doenca, enquanto realizavam ensaios para outras (MALEBRA; ORSENICO, 2002).

Apo6s 1945, com a expansdo do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, técnicas
mais complexas e precisas passaram a ser empregadas pelas indudstrias farmacéuticas,
pesquisadores académicos e outros setores publicos e privados para a descoberta e
aperfeicoamento de novas moléculas com atividade biolégica (KAUL,1998).

Com a evolucdo do conhecimento da biologia molecular e celular e a conclusdao do
projeto genoma humano, a partir de 1970, foi possivel obter informagdes sobre as vias
moleculares responsdveis pela causa de muitas doencgas. E por meio da descoberta dos
receptores moleculares, estratégias baseadas em alvos moleculares, foram utilizadas para o
descobrimento de novas substancias terapéuticas (GERSHELL; ATKINS, 2003).

As metodologias virtuais “in silico”, que empregam recursos computacionais para a
identificacio de novas substancias, também passaram a integrar o processo de
desenvolvimento de medicamentos nas grandes industrias farmacéuticas, por aumentarem a
produtividade da tética de pesquisa e diminuirem o tempo e o custo durante as fases de
desenvolvimento. A busca por novos compostos terapéuticos a partir do conhecimento da
estrutura tridimensional (3D) do alvo molecular tornou-se uma das principais estratégias
adotadas na fase de concep¢do do projeto de um novo firmaco com o surgimento e
aprimoramento das técnicas de cristalografia de raios X, ressondncia magnética nuclear
(RMN) e modelagem por homologia (que utiliza programas computacionais e informagdes
das seqiiéncias primdrias da proteina alvo contidas em banco de dados virtuais para
determinacao da estrutura 3D) (FELTS et al., 2014). Um grande nimero de arquivos contendo

informacdes de estruturas 3D de proteinas alvos se encontra disponivel no banco de dados de
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proteinas (PDB) ( http://www.rcsb.org) com acesso gratuito (Figural) (BERMAN et al.,,
2014).

s e @ T

RCSB PDB  Deposit = Search ~ Visualize » Analyze » Download ~  Leam ~  More -

PROTEIN DATA BANK Research and Education Advanced Search | Browse by Anpotations

- - PRy — SRR : ipiapa
RS SPDEB @onoco ] {jmme (5 rous

= 158140 Biological
, Maoramolecular Strictures Search by PDB D, author, macromotecule, sequence, or ligands Go
2 Ensbling Breskthroughs in

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
30 shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps students
and researchers understand all aspects of biomedicine and agricufture, from

~ :
+® Deposit protein synthesis to heatth and disease.

As a member of the wwPDB, the RCSE PDB curates and annotates PDB data,
Q Search

The RCSH PDE builds upon the data by creating tools and resources for research
and education in molecular biolegy, structural biolegy, computational biology, and

Ed Visualize beyond.

Video: How Enzymes Work

i Analyze

i PDB-101

& Download :
VIDEO: HOW

ENZYMES (p
WORK

Wl Leamn

Figura 1 - Pagina para consulta do Banco de Dados de Proteina PDB (Protein Data Bank).

Fonte: Disponivel em: <https://www.rcsb.org/>. Acesso em janeiro de 2020.

Nota: Foi criado em 1971 para disponibilizar e armazenar dados tridimensionais de estruturas bioldgicas.
Atualmente possui 159.140 estruturas armazenadas.

Com uma quantidade cada vez maior de dados bioldgicos disponiveis, a andlise in
silico de interagdes entre os alvos moleculares (receptores) causadores das doengas e
possiveis moléculas (ligantes) se tornou cada vez mais vidvel (LENGAUER; RAREY; 1996).
A técnica de docking molecular que prevé a afinidade de um ligante acoplado no sitio ativo do
receptor, bem como sua posicdo e orientacdo passou a ser amplamente empregada. Grandes
bases de dados virtuais contendo um grande ndmero de compostos disponiveis
comercialmente ou por meio de sintese organica, podem ser testados contra o alvo molecular
de interesse por meio de ensaios de docking molecular, para selecionar compostos que
possuam melhor interagdo com a molécula alvo a fim de serem submetidos aos testes de
atividade in vitro. Existem vdrias bibliotecas virtuais de compostos disponiveis para a
pesquisa de ligantes, tais como: ZINC, BindingDB, PubChem, SuperNatural, ChEMBL
(FELTES et al., 2014). A ZINC ¢ preferencialmente utilizada para pesquisa de ligantes a

serem utilizados em ensaios de docking molecular, por ser gratuita e ter mais de 20 milhdes de



13

compostos comercialmente disponiveis com varias op¢des de busca em sua base de dados
(STERLING; IRWIN, 2015).

Além das bases de dados publicas, novas substancias terapéuticas também podem ser
identificadas com técnicas de modificacdo molecular por meio de alteracdes em ligacoes,
elementos ou grupos quimicos de um composto-protétipo. O bioisosterismo se insere nos
métodos de modificacdo molecular e pode ser util para melhorar o perfil farmacocinético ou
farmcodindmico de um composto-protétipo. Com o seu emprego, moléculas mais benéficas
em termos terapéuticos podem ser obtidas para o tratamento da doenga de interesse
(BARREIRO; FRAGA, 2008).

Para identificacdo de novos compostos terapéuticos promissores para o tratamento de
uma doenca, € necessario o conhecimento prévio dos mecanismos fisioldgicos ou patolégicos
responsaveis pelo seu desenvolvimento. A partir dai, estratégias in silico mais adequadas
poderdo ser definidas com os dados disponiveis sobre a estrutura do alvo molecular
selecionado e dos ligantes conhecidos. As moléculas identificadas na etapa inicial do projeto
de desenvolvimento de um farmaco, posteriormente sdo adquiridas ou sintetizadas para que
possam ser submetidas a testes in vitro e in vivo para avaliacdo da eficdcia e seguranca do
composto selecionado. Aquele(s) que apresentarem potencial terapéutico e seguranga poderdao
ser introduzidos nos testes de fases clinicas em humanos (FELTES et al., 2014).

O avanco no conhecimento do genoma das celulas cancerosas ao longo dos dltimos
anos permitiu o descobrimento de muitos alvos moleculares responsdveis pelo
desenvolvimento do cancer. Isso tem impulsionado a pesquisa por novos candidatos a
farmacos direcionados com propriedades otimizadas (SANTORO; CARLOMAGNO, 2013).
O cancer apresenta alta incidéncia e mortalidade nos paises do mundo todo, representando um
grave problema de saude publica. Devido a mudancas no estilo de vida, ao crescimento e
envelhecimento da populagao, a incidéncia de novos casos e a mortalidade vém aumentando
nos ultimos anos (JEMAL et al., 2014). Segundo a OMS, 2018, em cada 6 mortes ocorridas
no mundo, aproximadamente uma € provocada por cancer. De acordo com as estimativas
feitas pelo GLOBOCAN, em 2018 ocorreram aproximadamente 9,1 milhdes de 6bitos e
apareceram aproximadamente 18,1 milhdes de novos casos de cancer no mundo. Segundo a
projecao feita pelo GLOBOCAN, o ndmero de O6bitos € novos casos devem seguir
aumentando a cada ano, sendo esperados para 2040 aproximadamente 29,1 milhdes de novos
casos de cancer no mundo e 16 milhdoes de O6bitos. No Brasil em 2018, ocorreram

aproximadamente 243 mil 6bitos e 559 mil novos casos de cancer. Assim como no mundo, ha
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estimativa que ocorra o aumento do nimero de 6bitos e novos casos, sendo esperados 2040
aproximadamente 476 mil 6bitos e 998 mil novos casos de cancer (IARC, 2018).

Os farmacos antineopldsicos representam uma das principais abordagens terapéuticas
empregadas no tratamento do cancer. Na terapia atual se encontram disponiveis farmacos
citotéxicos, que atuam destruindo tanto as células normais quanto as cancerigenas, € agentes
seletivos que atuam em alvos moleculares especificos. Os agentes citotoxicos representam a
primeira geracdo de substancias desenvolvidas para tratar o cancer, porem apresentam uso
limitado pelos efeitos adversos que colocam em risco a qualidade de vida dos pacientes. Os
mais comuns incluem, perda de cabelo, mielosupressdao, comprometimento da cicatrizagdo,
susceptibilidade maior as infeccdes, esterilidade, teratogenicidade, carcinogenicidade, nduseas
e vomitos. Os farmacos desenvolvidos para atuar em alvos moleculares especificos provocam
menos efeitos adversos, mas assim como os farmacos citotoxicos, podem apresentar eficicia
limitada pela resisténcia intrinseca e adquirida das células malignas ao tratamento. Desta
maneira ainda hd necessidade de desenvolver novos agentes antineopldsicos com
propriedades otimizadas que sejam capazes de superar as limitacdes da farmacoterapia atual
(RANG et al., 2016).

A proteina supressora de tumor p53 com alteragdo desempenha um papel importante
no desenvolvimento do cincer por estar relacionado com a regulacdo da via apoptética.
Quando ocorre a falha no ponto de verificagdo da p53 em G1, células danificadas podem
escarpar da apoptose e proliferar, desencadeando o cancer. Canceres com o nivel da proteina
MDM2 ( E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2) aumentados na célula, provocam alteracao no
estado funcional da p53. Terapias capazes de restaurar a fungcdo de p53 ou inibir MDM?2 sédo
alvo de pesquisas para tratar muitos tipos de canceres (LODISH et al. 2014). Outras pesquisas
também apontam a proteina BIRC7 (Baculoviral IAP repeat-containing protein 7), como alvo
para o desenvolvimento de novos compostos terapéuticos (ALTIERI et. al.,2016). Os
mecanismos de evasdo da apoptose desenvolvidos pelas células cancerigenas sdo importantes
para o desenvolvimento do cancer (LODISH et al., 2014).

Face ao exposto, o presente trabalho pretendeu identificar, por estudos in silico,
potenciais ligantes para os alvos moleculares, P53-Y220C, MDM2 e BIRC7. Com andlises
adicionais, esses compostos poderdo servir de base para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos para os tipos de cancer que aparecem alterados.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Serdo descritas as bases tedricas para compreensdo da metodologia de bioisosterismo e
docking molecular, bem como aspectos relacionados ao cancer e aos alvos moleculares p53-
y220C, MDM2, BIRC7 envolvidos com os mecanismos de escape das células neoplésicas da

apoptose.
2.1 Bioisosterismo

A técnica de bioisostersimo € utilizada para realizar modificagdes estruturais em um
composto-prototipo, a fim melhorar suas propriedades farmacocinéticas ou
farmacodinamicas. Baseia-se na substituicdo de um fragmento molecular por outro que
apresente similaridade em volumes, formas, distribui¢des eletrdnicas, propriedades fisico-
quimicas e biol6gicas (BARREIRO; FRAGA, 2008).

O bioisosterismo se fundamentou na descoberta de substancias isdsteras por Langmuir
em 1919. Esse pesquisador analisou o comportamento quimico e a reatividade de substincias
bioativas e descobriu semelhangas de varias propriedades fisico-quimicas entre aquelas que
possuiam o mesmo ndmero de elétrons na camada de valéncia (LANGMUIR, 1919).

A partir do principio de Langmuir, Grimm em 1925 formulou a Regra do Hidreto, no
qual a ligacao de um atomo de hidrogénio com um par de elétrons a um dtomo formava-se um
pseudoatomo isoeletronico, que apresentava as mesmas propriedades fisico quimicas do

atomo posterior da Tabela Periddica (Figura 2) (GRIMM, 1925).

Neelétrons 6 7 8 0 10 11
C N O F Ne Na'
H L CH NH OH FH
g-b CH, NH, OH, FH,
H L CH; NH; OHy
H_ I-) CH4 NH4+

Figura 2 - Regra do hidreto formulada por Grimm.
Fonte: ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA (2018).
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Em 1932, Erlenmeyer ampliou o conceito de isosterismo, definindo isésteros como
atomos, moléculas ou fons que apresentam 0 mesmo ndmero de elétrons na camada de
valéncia. Em 1951, Friedman introduziu o termo bioisosterismo, para denominar os
compostos que se encaixam na defini¢do de isdsteros e também apresentam o mesmo tipo de
atividade bioldgica (FRIEDMAN,1951).

Em 1991, o bioisosterismo foi subdividido em cldssico e ndo-cldssico por Alfred
Burger. O bioisosterismo cldssico baseou-se na defini¢do de Erlenmeyer e na regra de hidreto
de Grimm, no qual os bioisésteros seriam atomos ou grupos que possuissem camadas de
valéncia semelhantes. E no bioisosterismo ndo-cldssico a substituicdo deveria originar
compostos com atividade bioldgica similar, sem a necessidade de obedecer as regras
propostas em fungdo da valéncia dos atomos. No bioisostersimo cldssico se enquadram
grupos monovalentes, divalentes, trivalentes, tetravalentes (Tabela 1) e anéis equivalentes

(LIMA; BARREIRO, 2005).

Tabela 1- Biois6steros Classicos
Grupos e atomos de bioisdsteros classicos

Monovalentes | Divalentes | Trivalentes | Tetravalentes
F,OH,NH,,CH;,0R,CL -CH,- =CH- =C=
SH,PH,,SiH;,SR -O- =N- =Si=
Br -S- =P- =N*=
I -Se- =As- =P'=
-Te =Sb- =As'=
=Sb*=

Fonte: LIMA; BARREIRO (2005).

Os aminodcidos cisteina e serina sao exemplos de bioisosteros cldssicos de mesma
valéncia, pela substituicdo do grupo sulfidrila do primeiro por uma hidroxila no segundo. E os
aminodcidos tirosina e histidina sdo exemplos de bioisosteros classicos de equivaléncia anelar

(Figura 3) (LIMA; BARREIRO, 2005).



1 0
H->N
. ‘E EOH —3= HyN, :OH
Cisteina oo
9 8]
HaN OH H;N OH
[
Tirosina Histidina

Figura 3 - Exemplo de Bioisosterismo cldssico de mesma valéncia e mesma equivaléncia anelar.

Fonte: Adaptado de LIMA; BARREIRO (2005).
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Outro exemplo de bioisosterismo cldssico pode ser observado com o farmaco

antineoplésico fluoruracila, andlogo a base nitrogenada uracila. A substitui¢cdo do dtomo de

hidrogénio na uracila por um dtomo de flior gera um composto menos reativo, bloqueando a

sintese de DNA na célula tumoral (Figura 4) (PATANI; LAVOIE, 1996).

iy i
HMN NH HN NH

P -

Uracila Fluoruracila

Figura 4 - Exemplo de Bioisosterismo classico monovalente.
Fonte: Adaptado de PATANI; LAVOIE (1996)

No bioisosterismo nao classico incorporaram-se grupos funcionais com propriedades

estruturais equivalentes, retro-isosterismo, bidforos isostéricos, anelacdo e retro-anelagao,

(Tabela 2) (LIMA; BARREIRO, 2005).
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Tabela 2- Bioisosteros nao classicos.

Bioisésteros niao classicos

-CO- -COOH -SO,NH, -H -CONH- -COOR- -
-CO»- -SO;H - -F -NHCO- -ROCO- CONH,
-SO- Tetrazol PO(OH)NH, -
-SO,NR- -SO,NHR -OH Catecol CSNH,
-CON- -CH,OH -
-CH(CN)- benzimidazol
R-S-R’ =N- -NHCONH,
(R-O-R’) -C(CN)= -NH-CS- -CsHyN
R-N(CN)- - NH, -C,HN
R’ halogénio

Fonte: LIMA; BARREIRO (2005).

Um exemplo de bioisosterismo nao cldssico envolve a substituicdo do grupo fendlico
do antagonista gonadotropinico pelo grupo metilsulfonamida que resulta no aumento de sua

atividade, cerca de quatro vezes (Figura 5) (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Figura 5- Exemplo de Bioisosterismo nao-cldssico do antagonista gonadotropicico.
Fonte: Adaptado de BARREIRO; FRAGA, (2008).

O programa MB-Isoster, desenvolvido no laboratério de Modelagem Molecular e
Simulacdo Computacional da Universidade Federal de Alfenas, Minas Gerais, pode ser
utilizado para aplicacdo da técnica de bioisoterismo in silico. Ao selecionar o fragmento
molecular que se deseja modificar na estrutura de interesse, novas moléculas sdo geradas
automaticamente por meio de uma consulta em uma base de dados contendo relacdes
bioisosteras baseadas nos conceitos de bioisosterismo. As propriedades fisico quimicas dos
bioisosteros, como o logP, logS, peso molecular, nimero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio (HBA), nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (HBD) e TPSA, sdo
calculadas para avaliacdo das propriedades farmacocinéticas dos bioisosteros gerados. Outra
fun¢do disponivel permite realizar o docking molecular entre os bioisosteros gerados e o
receptor de interesse, usando o programa AutoDock Vina. Com os resultados dos calculos de

docking molecular é possivel avaliar a afinidade das moléculas bioisosteras por seus
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respectivos alvos moleculares. Assim, com o auxilio do programa MB-Isoster, novos
compostos com maior poténcia e menos efeitos colaterais podem ser desenhados a partir de
compostos com atividades bioldgicas pré-definida (ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA,
2018).

2.2 Docking Molecular

O docking molecular é uma técnica in silico empregada para analisar as conformacdes
e as interagOes fisico-quimicas entre a estrutura tridimensional de um alvo molecular e um
ligante acoplado no sitio de interagdo. Durante o processo diversas conformagdes do ligante
sdo criadas no sitio ativo do receptor para selecionar o modo de interagdo alvo-ligante mais
provdvel de acordo com a menor energia livre de cada conformagdo (FERREIRA et al.,
2015). As interacdes entre as duas moléculas podem se dar por meio de ligacdes de
hidrogénio, hidrofébicas, eletrostiticas,Van der Waals ou possiveis ligagdes covalentes
(FELTES et al., 2014). Na figura 6 se encontra uma representacdo esquemdtica de docking

molecular.

Figura 6 - Representacdo esquemdtica do docking molecular.
Fonte: Adaptado de FERREIRA et al (2015).

Nota:(A) Estrutura do ligante; (B) Estrutura tridimensional do alvo molecular; (C) Possiveis Poses do ligante
acoplado no sitio ativo do alvo molecular; (D) Pose do ligante que apresenta melhor afinidade pelo alvo
molecular. As liga¢cdes de hidrogeno estdo indicadas com linhas tracejadas.
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Para criar e analisar as conformacgdes dos ligantes o método de docking molecular se
baseia principalmente em um algoritmo de busca e uma fung¢do de pontuagdo (score). O
algoritmo de busca realiza diversos movimentos na molécula do ligante para encontrar a
posicdo mais estdvel. Esses movimentos podem ser rotacionais, translacionais e ainda
conformacionais. E a funcdo de pontuacio (score) quantifica a energia de ligacao envolvida
nas diferentes tentativas de encaixe (FELTES et al., 2014).

A pesquisa realizada pelo algoritmo de busca se diferencia entre os diferentes métodos
de docking molecular de acordo com o grau de flexibilidade adotado. Pelo menos trés
diferentes abordagens podem ser empregadas: (1) o alvo molecular é considerado rigido e o
ligante apresenta apenas graus de liberdade translacional e rotacional; (2) o alvo molecular é
rigido e o ligante apresenta todos os graus de liberdade (translacionais, rotacionais e
conformacionais); (3) o alvo molecular € flexivel ou parcialmente flexivel e todos os graus de
liberdade do ligante sdo considerados (GUEDES; MAGALHAES; DARDENNE, 2014). Ao
aumentar o grau de liberdade entre as moléculas, o procedimento se torna mais lento € o
emprego de recursos computacionais mais sofisticados sdo necessdrios para a execucao dos
calculos de docking molecular (COUPEZ; LEWIS, 2006).

Os métodos de busca dos programas de docking molecular podem empregar
algoritmos sisteméticos, deterministicos ou estocdsticos. Sao baseados em pardmetros e regras
que permitem estudar a flexibilidade das estruturas moleculares envolvidas na execucdo do
docking (FELTS et al.2014). O algoritmos sistemdticos geralmente empregam a técnica de
constru¢do incremental que visa explorar todos os graus de liberdade do ligante. Nesse
método, o ligante € dividido em pequenos fragmentos pela quebra das ligacdes rotacionais. O
fragmento que apresenta melhor interagdo com o sitio ativo do alvo molecular serve como
base para adi¢ao sequencial dos outros fragmentos até que a estrutura do ligante seja refeita
com o modo de ligagdo mais provavel (DIAS; AZEVEDO, 2008). Os algoritmos
deterministicos utilizam com maior frequéncia o método de dindmica molecular. Esse método
se baseia nas equacdes de Newton que visam estudar os movimentos de cada dtomo no
sistema prevendo sua posicdo e velocidade em fun¢ao do tempo. As forcas exercidas em cada
atomo sdo calculadas repetidamente e no final toda a trajetéria do complexo ligante-alvo
molecular pode ser verificada. Esse método é mais preciso ao considerar a flexibilidade do
ligante e do alvo molecular, assim como ocorre no ambiente bioldgico natural
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2019). Os algoritmos estocdsticos utilizam com maior
frequéncia os métodos de Monte Carlo e genéticos. No métodos de Monte Carlo uma

conformacgdo inicial do ligante € gerada aleatoriamente e partir desta, outras vao sendo
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geradas e testadas por meio de um critério de selecdo baseado na energia de ligacdo. Se a
conformagdo gerada possuir energia menor que a conformagdo anterior, serve como
referéncia para geracdo de uma nova conformagdo. O procedimento prossegue até que a
quantidade predefinida de conformacdes sejam geradas. Ja os algoritmos genéticos se baseiam
na teroria da evolucdo no qual varias conformagdes do ligante sdo geradas aleatoriamente.
Assim uma pontuagdo é dada a cada conformacdo baseada na energia de ligacdo. Essas
conformagdes vao sendo alteradas e aquelas que apresentam menor energia de ligagdo vao
sendo selecionadas de maneira andloga a teoria da evolucao de Darwin. O algoritmo genético
Lamarckiano implementa o algoritmo genético tradicional junto com um algoritmo de busca
local, onde conformacdes individuais buscam seu espagco conformacional local, buscam pela
melhor pontuacdo e passam para as geragdes posteriores (DIAS; AZEVEDO, 2008).

O programa AutoDock Vina, de cédigo livre, vem sendo amplamente empregado nos
laboratdrios de pesquisa para realizacdo dos célculos de docking molecular. Considera o alvo
como rigido e o ligante como flexivel, podendo definir alguns residuos de aminoacidos do
alvo molecular como flexiveis. Ele utiliza todos os ntcleos individuais do processador
existentes nos computadores atuais para executar os cdlculos de docking molecular. Por essa
razdo € cerca de duas vezes mais rapido que o programa Autodock4, o seu antecessor. Além
disso € mais acessivel ao usudrio por dispensar a etapa de calculo com o médulo AutoGrid,
antes feita manualmente. Assim, € necessdrio apenas a estrutura tridimensional do alvo
molecular e a estrutura do ligante para execucao do procedimento (TROTT ; OLSON, 2010).

O programa AutoDock Vina realiza o calculo da energia livre de ligacdo com base no
nimero de ligacOes rotativas, hidrofobicidade, ligacdes de hidrogénio e ligagdes estéricas no
qual atribui um peso numérico para cada varidvel. As repulsdes e um elevado ndimero de
ligacdes rotativas sao responsaveis pelo aumento do valor da energia de ligacdo e as ligacdes
estéricas favordveis, as interagdes hidrofébicos e as ligacdes de hidrogénio diminuem o valor
da energia de ligacdo, contribuindo para aumentar a afinidade do ligante no sito de interagdo
do alvo molecular. A fun¢do de scoring do AutoDock Vina se baseia na seguinte férmula (1)
onde o valor de C e calculado por meio da soma feita com todos os pares de dtomos que
podem se mover um em relacdo aos outros. O programa busca pela pose do ligante com
menor valor de c, ou seja, que possui maior afinidade pelo alvo molecular (TROTT ; OLSON,

2010).
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Os compostos que possuirem melhor afinidade pelo alvo molecular nos ensaios de
docking molecular devem ser comercialmente disponiveis ou possivelmente sintetizados.
Além disso, ndo podem ser substancias inconsumiveis, que causam algum risco para a sadde.
Assim poderdo ser submetidos a ensaios in vitro e in vivo, dando procedimento ao processo de

desenvolvimento racional de farmacos (FELTES et al., 2014).
2.3 Consideracoes gerais sobre o Cancer

O cancer compde um grupo amplo de doengas caracterizadas pela proliferacio
descontrolada de células anormais que tendem a invadir tecidos e 6rgdos adjacentes. Sua
origem se da pelo acimulo de alteracdes em genes envolvidos com o processo de
proliferagdo celular e morte celular. O desenvolvimento dessas alteragdes estd associado a
fatores de riscos herdados (encontradas em células germinativas) ou adquiridos (encontradas
em células somdticas). As alteracdes adquiridas sdo responsdveis pelo desenvolvimento da
maioria dos casos de cancer (cerca de 80% a 90%). Ocorrem em conseqii€éncia da exposi¢cao a
carcinégenos ambientais, como energia radiante (raios ultravioleta, raios X, raios Y),
produtos quimicos (como por exemplo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas
aromdticas, nitrosaminas, varios farmacos, compostos de ocorréncia natural como
dactinomicina, afatoxina B1) e alguns virus (hepatite B, hepatite C, Herpevirus humano tipo
1, virus do papiloma humano (alguns tipos), virus da leucemia de células T humanas tipo 1).
A predisposi¢do hereditaria associada a fatores de risco ambientais aumenta ainda mais a
probabilidade de uma célula normal se transformar em uma célula cancerosa (RODEWEEL
et. al., 2014).

A agressividade e o estabelecimento dos diversos tipos de cincer esta associada a
algumas caracteristicas que as células anormais adquirem, tais como, autosuficiéncia em
fatores de crescimento, insensibilidade a fatores inibidores de crescimento, potencial de
replicacdo ilimitado, instabilidade do genoma, promog¢do da inflamacdo do tumor,
reprogramacgdo do metabolismo energético, evasdo da resposta imunoldgica, invasao tecidual
e metdstase, angiogénese sustentada e evasdo do programa de morte celular (apoptose)

(HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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As terapias mais comuns usadas para tratar os diversos tipos de cinceres incluem a
cirurgia, a radioterapia e quimioterapia. As formas de tratamento indicadas variam conforme
o tipo e localizacdo do cancer, o estdgio da doenca e o estado de satde do paciente. Em alguns
tipos, o tratamento € eficaz e o paciente consegue alcancar a cura. Em outros, o tratamento
ocorre apenas para prolongar a vida e aliviar os sintomas, principalmente quando o cincer se
encontra em estdgio avancado (KOWASLKI et al., 2002).

Na quimioterapia tradicional sdo utilizados agentes citotoxicos capazes de atingir as
células cancerosas e as normais. Isso provoca uma serie de efeitos colaterais debilitantes que
alteram a qualidade de vida das pessoas. H4 casos em que os pacientes ndo resistem a
toxicidade dos farmacos utilizados no tratamento e acabam morrendo ou ficando com
seqiielas, quando esses efeitos toxicos nao sido reconhecidos precocemente. Muitas vezes é
necessario ajustar a dose ou interromper o tratamento com o farmaco utilizado, a fim de
diminuir os sintomas indesejaveis e os danos a saide do paciente (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012).

Os pesquisadores vém buscando alternativas de terapias mais seletivas e menos
téxicas para os diferentes tipos de cancer. Com o avango no conhecimento da biologia das
células cancerosas, novas classes de farmacos com alvos moleculares seletivos vém sendo
desenvolvidas (TSIMBERIDOU, 2015). Algumas ja estio em uso, como 0S anticorpos
monoclonais tumor-especificos, antagonistas de fatores de crescimento, inibidores de
transdugdo de sinais, inibidores de proteossomas e inibidores da angiogénese (GOLAN et al.,
2018). Mas segundo a Sociedade Americana de Oncologia (2016), esses fairmacos sao menos
agressivos quando comparadas aos agentes citotoxicos, mas ainda sdo capazes de provocar
uma serie de efeitos colaterais.

Apesar dos notdveis avangos no tratamento do cancer, a resisténcia aos agentes
citotoxicos e aos farmacos com alvos moleculares seletivos tem sido um problema para
alcancar a cura (MIMEAULT; HAUKE; BATRA, 2008; KHAMISIPOUR et al., 2016). O
melanoma maligno, o cancer de células renais e o cancer cerebral, por exemplo, apresentam
resisténcia desde a primeira administragdo da droga (resisténcia primdria), ou seja, ndo ha
eficacia terapéutica desde o inicio do tratamento. Mas também ha casos como o cancer em
que a resisténcia as drogas ocorrem apds o inicio do tratamento pelos efeitos da droga
(resisténcia adquirida). E a ineficdcia ao tratamento medicamentoso acaba levando o paciente
a morte em ambos os casos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

Na maioria das vezes ndo se aplica a monoterapia para o tratamento do cancer. Alguns

farmacos sdo utilizados em combinac¢do para melhorar a eficiéncia do tratamento, diminuir as
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chances de resisténcia aos farmacos, aumentar a toxicidade para as células tumorais e
diminuir a toxicidade geral (HOLOHAN et al.,2013). Mas em muitos casos nem mesmo a
terapia combinada proporciona a cura do cancer pela falta de resposta ao tratamento
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; RANG et al., 2016; GOLAN et al., 2018).

A resisténcia a um farmaco ou mais pode estar relacionada a presenca de mutacdes em
genes responsaveis por codificar proteinas de membrana nas células malignas. Alteragcdes
nessas proteinas podem reduzir a concentracido do farmaco no meio intracelular por evitar sua
captacdo para o interior da célula ou aumentar a sua expulsdo para o exterior (LONGLEY;
JOHNSTON, 2005; GOLAN et al.,, 2018). Além disso, podem ocorrer alteracdes que
impecam a interacdo de um farmaco com seu receptor ou que prejudiquem a expressao do
receptor celular, por desvio de sua necessidade metabdlica (GOLAN et al., 2018). A
resisténcia a antineopldsicos também podem ser provocadas por mutagdes em genes
responsaveis por codificar proteinas que controlam a apoptose. A maioria dos agentes
citotéxicos agem danificando o DNA das células para serem levadas a apoptose. Canceres que
apresentam mutacdo em no gene Tp53, por exemplo, dificilmente respondem bem ao
tratamento (LONGLEY; JOHNSTON, 2005).

Tanto a resisténcia aos farmacos quanto a toxicidade, sdo limitagdes que precisam ser
vencidas na terapia do cincer. Farmacos eficientes e seguros ainda continuam sendo um
desafio para tratar diversos tipos de canceres, mesmo com as grandes descobertas sobre a
Biologia das células cancerosas e dos alvos moleculares envolvidos com o desenvolvimento

da doenga (GOLAN et al., 2018).

2.4 Apoptose

A apoptose € um forma de morte celular importante para a manutencdo do equilibrio
no organismo, por destruir as células desnecessdrias, envelhecidas ou alteradas, que trazem
algum risco para a saude (FERREIRA et al., 2010). A ocorréncia de mutacdes em genes
responsaveis por codificar proteinas antiapoptdticas ou promotoras da apoptose, pode
acarretar o crescimento e divisdo de células defeituosas (FISCHER; SCHULZE-OSTHOFF,
2005). A apoptose pode ser ativado por meio de duas vias diferentes, a via intrinseca e a via
extrinseca. Ambas levam a ativagdo das caspases promotoras da apoptose (ABBAS et al.,
2010).

A via intrinseca (mitocondrial) é principal via de morte celular de todas as células dos

mamiferos (ABBAS et al., 2010). Quando a célula recebe sinais que comprometem a sua
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integridade, como DNA lesado, algum tipo de estresse ou redugdo de fator de crescimento,
ocorre a ativacdo de proteinas membros da familia Bcl-2 como, por exemplo, a Bim , Bid,
Bad, Puma, Noxa, Bik, Bmf e Hrk. Essas proteinas, também chamadas de proteinas BH3, por
apresentarem o terceiro dominio homdlogo a Bcl-2, ativam proteinas como BaX e BaK que se
ligam na membrana externa da mitocondria para que o citocromo c seja liberado no citosol.
Outras proteinas que neutralizam inibidores enddgenos da apoptose também sdo liberadas
(FERNALD; KUROKAWA, 2013). Assim o citocromo ¢ se liga a uma proteina adaptadora
que promove a formacdo de uma estrutura protéica que se liga a sete moléculas de pro-
caspase 9. Esta estrutura passa a ser chamada de apoptossomo e promove a ativagdo das pro-
caspases. Em seguida varios membros da familia de caspases sdo ativados para que ocorra a
apoptose (ALBERTS et al., 2011).

A proteina Bcl2, juntamente com outros membros de sua familia, como Bcl-x e Mcl-
1, atuam inativando a via apoptdtica. Sdo proteinas que residem normalmente no citosol e
impedem que proteinas apopoptdticas como por exemplo, a BaX e a Bak, exercam o seu papel
(FERNALD; KUROKAWA, 2013). Outras proteinas, chamadas de IAPs também sao
responsaveis por impedir que a morte celular aconteca, pela inativacdo das caspases
executoras da apoptose (SALEEM et al., 2013). A NAIP, a c-IAP1 (MIHB, HIAP-2,BIRC1),
a c-1AP2 (HIAP-1, MIHC,API2, BIRC2), a XIAP (hILP, MIHA, ILP-1,BIRC3) a survinina
(BIRCS), BRUCE (apollon), a ILP-2 e a Livina (ML-IAP, KIAP, BIRC7) ja foram descritas
como membros dessa familia (FULDA;VUCIC, 2012; SALVESEN; DUCKETT, 2002).
Todas possuem pelo menos um dominio BIR (Baculoviral Iap Repeats) responsavel por
interagir e inibir as caspases 3, 7 e 9, inativando a via apoptotica. O dominio RING presente
nas proteinas c-1AP1, c-IAP2, XIAP e ML-IAP, apresenta atividade ubiquitina-ligase
(VARFOLOMEEV ; VUCIC, 2008 ; VAUX SILKE ; 2005). As proteinas c-IAPs, XIAP e
ILP2 possuem dominio central associado a ubiquitina (UBA) capaz de se ligar a
monoubiquinina e a cadeias de poliubiquitinas (BLANKENSHIP et al.,, 2009 ; GYRD-
HANSEN et al 2008).

Existem receptores da familia de receptores TNF (Fatores de necrose Tumoral), como
o TNF tipo I (TNFR1 ) e o Fas ( CD95), que sdo responsaveis por desencadear a apoptose via
extrinseca. Quando ocorre a ligacdo do receptor Fas com a proteina Fas-L, expressa
principalmente em linfécitos T ativados, trés ou mais moléculas de Fas se reinam formando
um sitio de ligacdo para outra proteina denominada FAAD. O FADD liga-se a pro-caspase 8,

promovendo a sua ativagdo. A caspase 8 ativada promove a ativagdo de outras pro-caspases,
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provocando a morte da célula via extrinseca. Mas pode ocorrer também a ativacao da proteina

bid e desencadear a apoptose via intrinseca (ABBAS et al., 2010).

2.5 Proteina p53

A proteina supressora de tumor p53 € codificada pelo gene TpS53 situado no braco
curto do cromossomo 17 (17 p13.1). Em 1979 foi descrita pela primeira vez como uma
proteina nuclear capaz de formar um compexo com a proteina do antigeno T do virus
vacuolante simio 40 (SV40) (LANE; CRAWFORD; 1979). Por estar expressa na maior parte
dos canceres humanos, os pesquisados acreditavam que estava relacionada com a
transformacao celular, por isso o gene Tp53 foi considerado por muito tempo um oncogene.
A partir de 1980 com novos estudos verificou-se que existia formas selvagens do gene Tp53 e
formas alteradas. E somente as formas selvagens eram capazes de impedir a transformacgdo de
uma cé€lula normal em uma célula cancerigena, impedindo a proliferacao celular de celulas
com o DNA lesado, o que levou a ser classificada como supressora tumoral a partir de 1989
(ABBAS et al., 2010).

A proteina supressora de tumor p53 tem peso molecular de 53 kDa e possui 393
aminodcidos em sua estrutura. E constituida por quatro subunidades basicas idénticas
compostas cada uma por um dominio amino terminal (N-terminal), um dominio central de
ligacdo ao DNA e um dominio carboxi-terminal (C-terminal). O dominio amino terminal &
constituido por um dominio de transativacao (residuos de aminoécidos 1-42) responsavel pela
ativacdo da atividade transcricional de outros genes e ligacdo com as proteinas MDM?2 e
MDM4 (homdloga a MDM?2) e um dominio rico em prolina (residuos de aminoacidos 61-94)
envolvido na interacdo proteina-proteina e na funcdo pro apoptética da p53. O dominio
central de ligacdo ao DNA (residuos de aminodcidos 102-292) possibilita a ligacao da p53
com seus genes alvos. O dominio carboxi-terminal é dividido por um dominio de
tetramerizacdo (residuos de aminodcidos 324-355) envolvido na formacdo espacial da
proteina que se une em tetrameros e um dominio regulatério (residuos de aminoacidos 363-
393) capaz de reconhecer danos ao DNA (Figura 7) ( BAI; ZHU,2006; JOERGER; FERSHT,
2008).
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N-Terminal Dominio Central C-Tenminal
0 5 7 102-292 | [324-355 | [ 363-393 |
Dominio de Dominio Rico Dominio de Dominio de Dominio
Transativacio Em Prolina Ligacio ao DNA Tetramenzacio Regulatorio

Figura 7- Esquema mostrando os dominios estruturais da proteina p53.

Fonte: Adaptado de BAI; ZHU (2006).

Nota: A protefna p53 possui trés dominios funcionais: 1)Dominio Nterminal, 2) Dominio Central e 3) Dominio
Cterminal.O dominio N-Terminal € subdividido no dominio de transativacdo e no dominio rico em prolina. O
dominio C-terminal € subdividido em dominio de tetrmerizagdo e Dominio regulatério.

A proteina p53 € responsavel pela checagem da integridade do genoma durante a
progressdo do ciclo celular. O ciclo celular é subdividido em duas etapas principais: a
interfase e a mitose. A interfase se subdivide nas fases Gi, S, G,. Na fase G; a célula se
prepara para a sintese de DNA que ocorre na fase S, na fase G, a célula se prepara para entrar
na fase M ou fase mitética. Quando as células ndo estdo se dividindo, estdo completamente
diferenciadas, se encontram na fase Gy sendo denominadas quiescentes (MALUMBRES;
BARBACID, 2001). Durante a passagem da fase G1 para fase S e da fase G, para fase M a
pS53 é extremamente importante para supressao da replicagdo de células com DNA danificado
(NAKAMURA; GOMYO; ROTH, 2002).

O ciclo celular é regulado principalmente pela ativagdo de proteinas quinases
dependentes de ciclinas (CDKs) que fosforilam substratos essenciais para progressao do ciclo
celular. A ativagdo dessas proteinas se da pela interacdo com proteinas denominadas ciclinas.
Os complexos CDK-ciclinas formados sdo resposnsdveis por conduzir as células pelo ciclo
celular, contudo a cada fase diferentes ciclinas e quinases dependentes de ciclinas sdao
expressas. As ciclinas D ativam as quinases CDK4 e CDK6 durante a fase G1. Essas quinases
sao responsaveis por fosforilar diferentes alvos incluindo a proteina retinoblastoma (RB). Esta
por sua vez quando se encontra no estado hiperfosforilado se dissocia de proteinas membros
da familia E2F (fatores de transcri¢do) responsaveis pela ativacdo de genes necessdrios para a
progressao da fase G1 para fase S. Posteriormente a formacdo dos complexos E-CDK?2 e A-
CDKI siao essenciais para o inicio sa sintese de DNA na fases S. E na transicdo da fase G2
para fase M, a ciclina B ativa a quinase CDK1(DUONIO; XIONG, 2013).

A proteina pRb, codificada pelo gene RB, exerce um papel cooperativo com a
proteina p53 para verificar possiveis danos ao DNA. Quando o material genético das células
sao lesados por agentes quimicos, efeitos de radiacdes ou erros de replicacdo, a p53 recebe um

sinal de outras proteinas para ser fosofrilada e se dissociar de MDM?2. Seus niveis aumentam

no interior do nuicleo e as proteinas capazes de inibir ciclinas, sdo sintetizadas (por exemplo
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p21, p27 e 57). Essas proteinas se ligam a RB, tornado-a hipofosforilada. Na forma
hipofosforilada, ela se liga a fatores de transcricdo da familia E2F e forma o complexo
pRB/E2F. Quando complexo pRB/E2F se liga ao DNA, a histona desacetilase e a histona
metiltransferase se associa a ele, hd compactacdo da cromatina e a transcri¢do génica €
impedida. Conseqiientemente ha interrupc¢ao do ciclo celular na fase GI(ABBAS et.al., 2010).

Se ndo for possivel reparar o dano celular, as células sdo destinadas a apoptose, pois a
pS53 promove a ativacdo de proteinas pro apoptéticas, incluindo a bax e Bak. Caso contrario a
p53 induz a producdo de proteinas responsaveis pelo reparo do DNA, como por exemplo a
GADD45. Se houver falha no reparo, a célula é levada a apoptose. Se o reparo for bem
sucedido ha progressdao no ciclo celular, pois a p53 induz a transcricdio de MDM2,
responsavel por destrui-la e manter seus niveis reduzidos na célula normal (LODISH et al.,
2014). Com isso as cdks recebem estimulos de fatores de crescimento e fosforilam a pRb.
Quando a pRB se encontra hiperfosfolrilada, o fator E2F € liberado para se ligar ao DNA e
ativar a transcricdo de genes que promovem a replicacio do DNA (ABBAS et.al., 2010).

A p53 normal também pode atuar ativando a transcricdo de mir34, responsaveis por
inibir a traducdo de genes promotores do crescimento, como as ciclinas, levando as células a
quiescéncia ou a senescéncia (TARASOV et al., 2007; BOMMER et al., 2007) ou de genes
que codificam proteinas antiapoptéticas, como a Bcl-2, levando a célula a apoptose
(BOMMER et al., 2007).

A forma mutante, com perca da funcdo da p53 normal, é expressa em
aproximadamente 50% dos canceres e esta associada a baixa resposta terapéutica (SOUSSI;
LOZANO, 2005). Canceres que expressam p53 sem alteragdes, geralmente ndo apresentam
resisténcia aos quimioterdapicos, ji que a maioria deles agem danificando o DNA celular
(GOLAN et al., 2018).

A maioria das mutac¢des sdo adquiridas nas células sométicas e sdo do tipo missense,
onde h4 a troca de um aminodcido por outro na cadeia polipeptidica. A forma mutante da p53
fica mais estavel e se acumula na célula (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).A
mutacdo Y220C da p53 € responsavel pela incidéncia de aproximadamente 100.000 novos
casos de cancer por ano (BAUD et al.,2018). A troca do aminoécido tirosina por cisteina,
causa mudancas estruturais distante do sitio de ligagdo do DNA, que prejudicam a sua funcdo
protetora (JOERGER;ANG; FERSHT, 2013).

A alteracdo p53- Y220C € promissora para o desenho de firmacos por formar uma
cavidade na superficie da estrutura p53- Y220C, que pode ser estabilizada através da

interagdo de pequenas moléculas (JOERGER;ANG; FERSHT, 2006).
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2.6 Proteina MDM?2

A MDM2 constitui uma das principais proteinas envolvidas na regulacdo das fungdes
da p53. Em condi¢des normais a p53 induz a transcricdo do gene MDM2 que codifica a
proteina MDM2, essencial para manter seus niveis reduzidos no interior da célula. Para isso, a
proteina MDM2, liga-se ao dominio de transativacdo da p53 por meio de sua por¢ao N-
terminal e bloqueia sua atividade de transcricdo. Além disso, também tem a funcdo de
promover sua degradacdo via proteossomo por seu dominio C-terminal com atividade
ubiquitinina ligase E3 (Figura 8). Dessa forma é capaz de regular os niveis de p53 tanto por
inativar seu sitio de transcricdo quanto por promover sua degradacdo. Em condi¢des
patoldgicas, os niveis aumentados de MDM2 provocaram reducdo nos niveis de p53,

promovendo o desenvolvimento do cancer (GUPTA et al., 2019).

Dominio de ] ‘
ligacao a p53 NLS  NES Acido Zinco Dominio RING

{11

Figura 8- Esquema mostrando os dominios da proteina MDM2.

Fonte: Adaptado de GUPTA et al (2019).

Nota: A proteina MDM?2 contém 490 aminodcidos em sua estrutura. Possui um dominio de interacdo com a p53
que se liga ao dominio de transativagdo da p53 interferindo no seu mecanismo de transcricdo. Possui o sinal de
localizacdo nuclear e exportacdo nuclear que estdo associados ao transporte de MDM2 entre o ntcleo e o
citoplasma. O dominio 4cido central do MDM?2 responséavel por aumentar a degradag¢do da p53. O Dominio de
ligagdo com zinco com fun¢do desconhecida. Dominio RING com atividade ubiquitinina ligase E3.

Alguns estudos sugerem que a proteina MDM2 também apresenta fungdes
independentes da p53 ao interagir com proteinas que regulam o ciclo celular, a apoptose,
diferenciac¢do, estabilidade do genoma e a transcricdo. A exemplo, podemos citar a liga¢do da
proteina MDM2 com a p21, capaz de alterar o controle do ciclo celular (BOHLMAN;
MANFREDI, 2014).

A proteina MDM2 aparece aumentada em uma taxa maior que 80% em lipossarcomas
bem diferenciados, 20% em tumores de partes moles, 16% em osteossarcomas € 13% em
carcinomas de esofago (WEAVER et al.,2008 ; WEAVER et al.,2009).

Alguns inibidores de MDM2, estruturalmente distintos, ja foram desenvolvidos e pelo
menos sete jd avancaram para ensaios clinicos em humanos. Muitas dessas substancias
causaram problemas gastrointestinais, hematoldgicos, quando utilizadas em monoterapia ou
em combinacdo com agentes citotoxicos. E um simples ajuste de dose nao foi suficiente para

resolver o problema. Além disso, em alguns casos ,células tumorais adquiriram resisténcia ao
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tratamento, quando a p53 normal sofreu mutagdo. Assim, novas drogas menos tdxicas e
capazes de inibir MDM?2, continuam sendo alvo de pesquisa na d4rea do cancer
(MAHFOUDHTI et al., 2016.)

As chalconas e seus derivados sdo alvo de pesquisa para a descoberta de novos
compostos anticancerigenos. Em alguns estudos, compostos derivados de chalconas foram
capazes de impedir a ligacdo entre MDM?2 e p53, ao se ligarem em MDM?2. Um derivado de
chalcona N9, chalcona-quinoxalina, demonstrou ter atividade anticancerigena in vitro e in
vivo em células de glioma. N9 ativou a via apoptotica mitocondrial pela inibicdo da proteina
MDM?2 (LOCh-NECKEL et al., 2015). E (S-17) inibiu o crescimento de células de cancer
gastrico por apoptose pela via mitocondrial ( ZHANG et al.,, 2017). O 2-acetiltiofeno
apresentou efeito citotoxico em ensaios com linhagens celulares de cancer de mama
(FOGACA et al., 2017). O metoxifenil, produziu efeito citotoxico em linhagens celulares de
cancer de ovario humano (SU et al., 2017). O composto 2e prenilchalcona, foi considerado o
melhor ligante de MDM?2 em ensaios in vitro com linhagens de células de cancer de c6lon, de
carcinoma hepatocelular hepatico HepG2, adenocarcinoma de mama MCF-7 e melanoma
maligno A375 (BRANDAO et.al., 2018).

As chalconas pertencem a classe dos flavonoides e ocorrem naturalmente em plantas
das familias Leguminosae, Compositae e Moraceae (HARBORNE; WILLIAMS, 1995). Na
dieta humana sdao consumidas em chds, vinho, frutas, raizes, verduras e grdaos. Possuem
propriedades antioxidante, citotdxica, anticancer, antimicrobiana, antiprotozodria, antidlcera,
antihistaminica,antiinflamatéria(FERREIR Aetal.,2018),anti-HIV(HEENPRACHA,2006),anti-
obesidade (BINARI et al., 2011), hipnotica (CHO et al., 2011) e antiespasmddico (SATO et
al.,2011). A estrutura bdsica das chalconas, 1,3-difenil-2-propen-1-ona, vem sendo
variadamente substituida para o desenvolvimento de compostos com diversas atividades

terapéuticas (KARTHIKEYAN et al., 2015).

2.7 Proteina BIRC7

A proteina BIRC7 pertence a familia de proteinas inibidoras da apoptose (IAP). E
composta por um unico dominio BIR responsavel por interagir com as caspases 3,7 € 9 e com
a proteina mitocondrial SMAC/DIABLO e um dominio RING com atividade ubiquitina-
ligase E3, com fun¢do de promover sua degradacdo de outras proteinas via proteossoma

(Figura 9) (LIU et al., 2007).
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Figura 9- Esquema mostrando os dominios da proteina BIRC7.

Fonte: Ada ptado de LIU et al (2007).

Nota: A proteina BIRC7 possui 280 aminodcidos em sua estrutura, o dominio BIR (aminoici o 86-154) e o
dominio RING (aminoacido 86—154).

Sua atividade antiapotética estd relacionada com a inibi¢do das caspases 3,7 € 9 e com
sua atividade ubiquitinina ligase E3, que promove a degradacdo via proteossoma da proteina
mitocondrial, SMAC/DIABLO, principal antagonista das IAPs. Por ser um inibidor fraco de
caspases, sua atividade antiapoptotica esta mais associada a degradacdo da proteina
SMAC/DIABLO. Assim quando os niveis da proteina BIRC7 estdo aumentados, outros
membros das laps, principalmente a XIAP, ndo sdo mais bloqueadas pela SMAC /DIABLO
(YAN, 2011).

A proteina BIRC7 pode ser encontrada em duas isoformas: o ¢ . Elas compartilham
o mesmo dominio BIR e RING e se diferem apenas pela presenca de 18 aminoicidos na
estrutura o, na regido entre o dominio BIR e RING. As duas isoformas apresentam
propriedades antiapoptdticas a diferentes estimulos (LIU et al., 2007)

Gazzaniga e colaboradores, 2003, ao correlacionar a presenca das isoformas o e a 3
nos tecidos tumorais de bexiga com o surgimento e episddios de recaida dos tumores
demonstrou que apenas a isoforma a estava presente nos tumores com alto risco de recaida.
Abd-Elrahman e colaboradores, 2009, por meio de um estudo em um modelo animal
comparou o inicio do desenvolvimento dos tumores de células que apresentavam a isoforma o
e PB. Com seus resultados, demonstraram que desenvolvimento de tumores originados de
células que expressam a isoforma [, eram inibidos pois a isoforma 3 era clivada e adquiria
propriedades pro apoptoticas. Segundo LIU et al., 2007, a diferenca na atividade biolégica das
duas isoformas pode estar associada a presenca de aminodcidos fora dominio BIR e RING da
estrutura da proteina.

Os niveis aumentados da proteina BIRC7 nos céinceres estdao correlacionados com as
formas mais agressivas da doenca pela baixa resposta aos quimioterdpicos e pelo tempo de
sobrevida reduzido. Seus niveis se encontram aumentados nos tumores € quase nao sao
encontrados nos tecidos adultos normais, por isso representa um alvo promissor para o
desenvolvimento de farmacos (YAN et al., 2011).

Os niveis da proteina BRC7 aparecem aumentados nos canceres das células renais

(DURINCK et al., 2015), da bexiga e de célon (DURINCK et al.,2015; MYUNG et. al.,



32

2013), carcinoma hepatocelular (CHO et. al., 2015), cancer de pulmao (HARIU et. al., 2005)
neuroblastoma (KIM et al., 2005) e carcinoma adrenocortical (ALTIERI et al., 2016). A super
expressao de BIRC7 também esta relacionada a um pior progndstico em osteosarcoma (SUN
et al.,, 2018). Em Melanoma € superexpressa em metdstases e esta relacionada com a
resisténcia ao tratamento (ZHOU, et al., 2012). E foi associada com a recaida precoce do
cancer de bexiga (GAZZANIGA et al., 2003). Em algumas linhagens celulares de melanoma
e linforma ja foram detectados altos niveis da isforma o (LIU et al.,2007)

Compostos mais especificos para BIRC7 desempenhariam um papel importante no

tratamento de canceres que apresentam BIRC7 super expressa (TCHOGHANDIJIAN et al.,
2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

A partir do conhecimento das estruturas dos receptores dos alvos molecures, p3-
Y220C, MDM2, BIRC7, empregar técnicas in silico para identificacdo de novos compostos

com atividade anticancer.

3.2 Especificos

3.2. 1 Proteina p53-Y220C

-Obter a estrutura 3D da proteina p53 com a alteracdo Y22C disponivel no Banco de dados de
proteinas (PDB);

-Obter moléculas bioisosteras por meio do programa MB-ISoster a partir do ligante derivado
do indol, cédigo pdb: RZH cristalizado com a proteina cédigo pdb: 5SAOI;

-Realizar ensaios de docking molecular com as moléculas bioisosteras geradas e identificar
novos compostos com propriedades farmacodinamicas melhoradas;

-Calcular as propriedades fisico quimicas dos compostos identificados e verificar se atendem

as regras de Lipinski.

3.2 2 Proteina MDM?2

-Obter a estrutura 3D da proteina MDM?2 disponivel no Banco de dados de proteinas (PDB);
-Realizar ensaios de docking molecular com derivados de chalconas comercialmente
disponiveis na base de dados ZINC para identificar novos compostos inibidores de MDM?2;
-Calcular as propriedades fisico quimicas dos compostos que apresentam melhor afinidade

nos ensaios de docking molecular e verificar se atendem as regras de Lipinski.

3.2 3 Proteina BIRC7

-Obter a estrutura 3D da proteina BIRC7 disponivel no Banco de dados de proteinas (PDB);

-Obter moléculas bioisosteras por meio do programa MB-ISoster a partir do ligante, codigo

pdb: G13 cristalizado com a proteina BIRC7, cédigo pdb: 3F71.
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-Realizar ensaios de docking molecular com as moléculas bioisosteras geradas e identificar
novos compostos com propriedades farmacodindmicas melhoradas;
-Calcular as propriedades fisico quimicas dos compostos identificados e verificar se atendem

as regras de Lipinski;
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4 MATERIAIS E METODOS

Para execucao do trabalho, utilizou-se um computador pessoal "acer"com processador
intel® 15, 4Gb de memoria ram e HD de 500Gb, com sistema operacional linux "Ubuntu
18.04.1 LTS" e windows 10. No linux foram instalados os programas AutoDockTools
(MORRIS et al. 2009), AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010), OpenBabel (O'BOYLE et
al. 2011), MB-Isoster (ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2018), UCSF Quimera 1.13.1
(PETTERSEN et al., 2004), LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1996).
Inicialmente foi feito uma revisdo sobre o cancer e os alvos moleculares envolvidos com os
mecanismos de evasdo da apoptose. Os alvos moleculares p53-Y220C, MDM?2 e BIRC7 sao
importantes para desregular a via apoptotica e provocar o crescimento e divisdo de células
neoplasicas, por isso foram escolhidos para o desenvolvimento do presente trabalho. As
estruturas 3D dos alvos moleculares foram obtidas por meio do Banco de dados de proteinas
(PDB). Para o alvo molecular MDM2, os ligantes foram obtidos por meio da base de dados
ZINC, por ter um grande nimero de moléculas derivadas de chalconas comercialmente
disponiveis para realizagdo dos ensaios de docking molecular. Para os alvos moleculares p53-
Y220C e BIRC7, aplicou-se a técnica de bioisosterismo para obtenc¢do de novos ligantes. A
partir da obtencdo dos ligantes de cada alvo molecular, ensaios de donking foram realizados
com o programa AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010). Para calcular as propriedades
fisicas quimica dos compostos selecionados, utilizou-se o programa MB-Isoster (ELIAS;
OLIVEIRA; SILVEIRA, 2018). O programa UCSF Quimera (PETTERSEN et al., 2004) foi
utilizado para visualizar os melhores resultados do docking armazenados nos arquivos
* pdbqt. O programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1996) foi utilizado
gerar o diagrama das interacdes proteina-ligante. Utilizaram-se as regras de Lipinski para
avaliar os melhores compostos resultantes do docking (LIPINSKI et al., 2001). Na figura 10

foram descritas as etapas executadas no presente trabalho.
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Figura 10- Esquema geral das etapas executadas no presente trabalho.

Fonte: Do autor.

4.1 Obtencoes dos Ligantes

4.1.1 Proteina p53-y220C

Utilizou-se o ligante derivado do indol cédigo pdb: RZH (2- (5-bromo-7-etil-2-metil-

1h-indole-3-il) etano-1-amina) (Figura 11) cristalizado com a cavidade da superficie formada

pelo mutante p53-Y220C, coédigo pdb: 5AOI (JOERGER;ANG; FERSHT, 2006) como

modelo para obter moléculas bioisosteras. As interagdes ndo ligantes (Van der Waals e

eletrostdticas) entre os atomos do ligante e do sitio ativo do alvo molecular foram calculadas

com programa MB-Isoster, para verificar os pontos de substituicdo bioisosterica do ligante

que apresentam valores de energia potencial calculada mais elevada (ELIAS; OLIVEIRA;

SILVEIRA, 2018).
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HoN

Figura 11- Composto cédigo pdb: RZH.
Fonte: Adaptado de JOERGER; ANG; FERSHT (2006).

4.1.2 Proteina MDM?2

Realizou-se uma busca na base de dados Zinc por compostos que possuem a estrutura
basica das chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-ona). Fez-se o download das moléculas no
formato mol2. Utilizou-se o programa OpenBabel (O'BOYLE et al. 2011) para converter as
moléculas para o formato pdbqt, necessirio para os ensaios de docking.

Utilizou-se o componente derivado de chalcona (prenilchalcona-2e) capaz de inibir
MDM2 em ensaios in vitro e in silico, para a comparacdo dos resultados do docking (Figura
12) (BRANDAUO et al., 2018). Desenhou-se o derivado 2e de chalcona usado como controle
para o docking no software ADC/ChemSketch.

2e

Figura 12- Composto derivado de chalcona (prenilchalcona -2e).
Fonte: BRANDAO et al (2018).

4.1.3 Proteina BIRC7

Utilizou-se o ligante c6digo pdb: G13N-[(3aR,6S,6aS)-1-( N-metil-L-alanil-3-metil-L-

valil) octa-hidrociclopenta [b] pirrol-6-il] naftaleno-1 carboxamida (Figura 13) cristalizado
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com o dominio BIR da proteina BIRC7, cédigo pdb: 3F7I (COHEN et al. 2009) como
modelo para obter moléculas bioisosteras. As interacdes ndo ligantes (Van der Waals e
eletrostdticas) foram computadas entre os atomos do ligante e do sitio ativo do alvo molecular
foram calculadas com programa MB-Isoster, para verificar os pontos de substitui¢do

bioisosterica do ligante que apresentam valores de energia potencial calculada mais elevada

(ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2018).

H,C = NH

O HM
|

Figura 13- Composto cédigo pdb G13.
Fonte: Adaptado de COHEN et al (2009)

4.2 Docking Molecular

Os ensaios de docking molecular foram realizados com programa AutoDockVina
(TROTT; OLSON, 2010). A interface grafica do AutoDockTools (ADT) foi utilizada para
edi¢do grafica dos arquivos PDB das proteinas. As moléculas de dgua, os ions e os ligantes
complexados no sitio ativo foram removidas das proteinas por interferirem no processo de
docking. Posteriormente os arquivos foram salvos no formato *.pdbqt, executdvel no Vina.

O espaco de procura para o programa AutoDockVina realizar o acoplamento foi
determinado a partir das coordenadas do ligante original complexado a proteina cristalizada. E
nesse espago cartesiano que o programa Vina realiza o acoplamento com o ligante em uma
posicdo e conformagdo de menor energia de ligacdo. Os parametros do espaco de procura
foram transcritas para um arquivo de texto, conf.txt.

O Arquivo VSOl.bash da aplicacio VSDK (BABA; AKAHO,2011), disponivel em
http: //www.pharm.kobegakuin.ac.jp/~akaho/e_down_load.html, foi utilizado para realizar os
calculos de docking com a proteina MDM2 e os ligantes extraidos da base de dados ZINC. Se

trata de um script que excuta o programa AutoDockVina e realiza o cédlculo de docking
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molecular contra um alvo molecular € um nimero grande de ligantes. Além disso, os
resultados sdo transcritos em uma tabela em ordem crescente de afinidade. Com os ligantes
gerados a partir do programa MB-Isoster ¢ os alvos moleculares p53-Y220C e BIRC7,
utilizou-se a propria fungdo de virtual screening do programa MB-Isoster para executar o

programa AutoDockVina.

4.3 Visualizacoes do resultado do docking e avaliacao dos ligantes

O programa UCSF Quimera (PETTERSEN et al., 2004) foi utilizado para visualizar as
imagens das proteinas com os melhores resultados do docking armazenados nos arquivos
* pdbqt. O programa LigPlot (WALLACE; LASKOWSKI; THORNTON, 1996) foi utilizado
gerar os diagramas das interacdes proteina-ligante.

O programa MB-isoster foi utilizado para realizar o cdlculo das propriedades fisico
quimicas (peso molecular, log calculado de (logP), nimero de doadores de ligacdo de
hidrogénio (HBD), nimero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio (HBA), (logS), (TPSA))
dos melhores compostos resultantes do docking.

Utilizou-se as regras de Lipinski para avaliar os melhores compostos resultantes do
docking. Tratam-se de parametros simples que avaliam as propriedades fisico quimicas de
uma substancia. Sdo conhecidas também como "Regra dos 5", onde o peso molecular deve ser
menor que 500, o logP deve ser menor que 5 e os aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor
que 10 (expressos como a soma de dtomos de N e O) e doadores de ligacdo de hidrogénio
menor 5 (expressos como a soma de grupamentos OH e NH). Se o composto violar apenas
uma das regras, ainda pode apresentar adequada biodisponibilidade via oral quando for
ingerido (LIPINSKI et al., 2001).

A érea de superficie polar (PSA) dos ligantes também foi calculada para verificar a
permeabilidade dos compostos nas membranas celulares. O valor de PSA deve ser menor ou
igual a 140 A ? para o composto ter uma boa permeabilidade celular (ERTL; ROHDE,
SELZER, 2000).
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O programa MB-isoster (ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2018) foi utilizado para

calcular as interacdes nao ligantes (van der Waals e eletrostaticas) entre os dtomos do ligante

RZH e o sitio ativo da proteina p53-Y220C cédigo pdb: SAOI. De acordo com os resultados

obtidos (Tabela -3), foram selecionados os fragmentos moleculares Nl1e N2 (Figura 14) para

substituicdo bioisosterica, por apresentarem energia potencial calculada mais elevada, que

indicam interacdo menos favordvel.

Tabela 3- Célculo das interacdes ndo ligantes entre os &tomos do ligante RZH cristalizado no sitio ativo da

proteina cédigo pdb: SAOL (Continua)
Atomo Energia de van dﬁr Energia Eletro_sltética Energia To_tlal
Waals (Kcal.Mol™) (Kcal.Mol ™) (Kcal.Mol™)
N2 -0,681 304,723 304,041
N1 -0,381 157,125 156,744
C3 -0,706 52,884 52,179
C6 -1,040 46,742 45,702
Cc7 -1,130 45,424 44,294
C5 -1,261 41,974 40,713
BR -2,718 33,093 30,374
H12 -0,006 0,000 -0,006
H6 -0,079 0,000 -0,079
H13 -0,088 0,000 -0,088
H3 -0,116 0,000 -0,116
H5 -0,117 0,000 -0,117
H7 -0,140 0,000 -0,140
H10 -0,169 0,000 -0,169
H15 -0,170 0,000 -0,170
H4 -0,192 0,000 -0,192
HI11 -0,220 0,000 -0,220
H14 -0,284 0,000 -0,284
H16 -0,349 0,000 -0,349
Cl -1,113 0,000 -1,113
C13 -1,131 0,000 -1,131
C4 -0,670 -30,588 -31,259
C8 -1,011 -34,175 -35,186
Cl1 -1,027 -40,338 -41,365
H2 -0,056 -45,349 -45,405
C10 -0,521 -46,974 -47,495
H1 -0,149 -47,739 -47,888
C9 -0,579 -53,744 -54,323
C2 -0,994 -83,535 -84,529
Cl12 -0,707 -84,244 -84,952

Fonte:Do autor.
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proteina cédigo pdb: SAOL (Conclusio)
Atomo Energia de van d_eir Energia Eletro_sltética Energia To_tlal
Waals (Kcal.Mol ) (Kcal.Mol ™) (Kcal.Mol )
H9 -0,039 -104,750 -104,789
H8 -0,070 -108,870 -108,941

Fonte: Do autor.

|
H,N

Figura 14- Composto RZH com os fragmentos selecionados para substituicdo bioisostérica.
Fonte: Adaptado de JOERGER et al (2013).

O programa MB-Isoster gerou 11 moléculas bioisosteras a partir da selecdo dos

fragmentos moleculares Nle N2. O docking molecular entre as moléculas geradas e o controle

foi feito utilizando a funcionalidade de Virtual screening do programa MB-Isoster contra a

proteina p53-y220C, c6digo pdb: SAOL Em relaco 2 energia de ligacdo (kcal.mol™) do

controle (RZH), foram selecionados os seis melhores resultados do docking. As substituicdes

dos grupos quimicos feitas nas moléculas andlogas com melhor afinidade podem ser

verificadas na tabela (Tabela 4).

Tabela 4- Energia de ligagdo (kcal.mol™) dos 6 melhores resultados do docking e do

controle.
Moléculas | Radicais Vina (Kcal.mol)
Bio 011 N1 N1-CH, -7,2
Bio 009 N1 N1-OH -7,0
Bio 004 N2 N2-CH; -7,0
Bio 002 N2 N2-F -6,9
Bio 003 N2 N2-OH -6,9
Bio 005 N2 N2-Cl1 -6,9
RZH - -6,5

Fonte: Do autor.
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Realizou-se o célculo das propriedades fisico quimicas (peso molecular, logP, HBD,
HBA) e TPSA (Tabela-5) e verificou-se que o controle (RZH) e os ligantes selecionados se
encontram em conformidade com as regras de Lipinski. Todos os compostos apresentam o
valor de TPSA ideal, ou seja , menor que 140. Dentre eles, os compostos Bio 004 N2, Bio 002
N2, Bio 005 N2 apresentam melhor permeabilidade celular por apresentarem o menor valor

de TPSA (12.03).

Tabela 5- Célculo das propriedades fisico quimicas dos 6 ligantes que obtiveram melhor
energia de interagdo e do controle.

Peso Violacoes
Moléculas | Radicais | Molecular | logP HBD HBA de TPSA
(g. mol™) Linpinski
Bio 011 N1 N1-CH, 280,19 2,82 2 2 0 26,02
Bio 009 N1  Ni1-0H 282,17 3,03 2 3 0 35,25
Bio 004 N2 N2-CH, 280,19 4,94 1 2 0 12,03
Bio 002 N2 N2-F 284,16 4,26 1 3 0 12,03
Bio 003 N2  N2-0OH 282,16 3,24 2 3 0 32,26
Bio 005 N2 N2-Cl 300,61 4,53 1 3 0 12,03
RZH - 281,19 2,98 3 3 0 38,05

Fonte: Do autor.

Na figura 15 se encontra a visualizacdo das poses dos seis melhores resultados do
docking e do controle, juntamente com o diagrama de suas interagdes. Por meio dos
diagramas gerados pelo programa ligPlot, foi possivel observar que as interacdes do controle
RZH , foram mediadas por contatos hidrofébicos e ligagdes de hidrogénio com os residuos de
aminoacidos Val 147 e Leu 145. Os bioisosteros Bio 011 N1, Bio 009 N1 e Bio 003 N2
apresentaram contatos hidrofébicos e interagdes de hidrogénio com o residuo de aminoécido
Val 147. Os bioisosteros Bio 004 N2, Bio 002 N2, Bio 005 N2, apresentaram somente

contatos hidrofdbicos.
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Figura 15 - Visualizagdo das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interacdes ente a proteina cédigo pdb: SAOI, os ligantes e o controle.

Fonte: Do autor. .

Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre

residuos da proteina e do ligante. As Linhas tracejadas representam ligacdes de hidrogénio.
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Continua
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Figura 15 - Visualizag@o das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o

diagrama das interacdes ente a proteina cddigo pdb: SAOI, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.

Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. As Linhas tracejadas representam ligacdes de hidrogénio.

Continua
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Figura 15 - Visualizagdo das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interagdes ente a proteina cédigo pdb: SAOI, os ligantes e o controle.

Fonte: Do autor. .

Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre

residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.

Continua
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Figura 15 - Visualizag@o das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das intera¢des ente a proteina codigo pdb: SAOI, os ligantes e o controle.

Fonte: Do autor. .

Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre

residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.

Conclusao

5.2 Proteina MDM?2

A busca na base de dados ZINC retornou 179 compostos e os arquivos de suas
estruturas foram baixados no formato mol2. O programa OpenBabel (O'BOYLE et al. 2011),
foi utilizado para converter os arquivos mol2 para o formato pdbqt. Realizou-se o docking
molecular entre 179 compostos, o controle e a proteina MDM2 (cédigo pdb: 4HG7). Em
relacdo a energia de ativacdo (kcal/mol) do controle (2e), foram selecionados os quatro
melhores resultados do docking (Tabela-6).

Realizou-se o célculo das propriedades fisico quimicas (peso molecular, logP, HBD,
HBA) e verificou-se que o controle(2e) e os ligantes se encontram em conformidade com as
regras de Lipinski (Tabela-7).Todos os compostos apresentam o valor de TPSA ideal, ou seja
, menor que 140. Dentre eles, os compostos ZINC49525064 e ZINC49524869 , apresentam

melhor permeabilidade celular por apresentar o menor valor de TPSA (17.70).
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Tabela 6- Energia de ligagdo (kcal.mol™) dos 4 melhores
resultados do docking e do controle

Moléculas | Vina (kcal.mol™)
ZINC49525064 -7,9
ZINC49524869 -7,9
ZINC37307305 -7,9
ZINC37307202 -7,9

2e -6.8

Fonte: Do autor.

Tabela 7- Calculo das propriedades fisico quimicas dos 4 ligantes que obtiveram melhor
energia de interacdo e do controle.

Peso Violacgoes
Molecular logP HBD HBA de TPSA
Moléculas (g-mol-1) Lipinski

ZINC49525064 280,213 4,740 0 5 0 17,70
ZINC49524869 262,221 4,627 0 4 0 17,70
ZINC37307305 291,238 4,695 0 5 0 40,13
ZINC37307202 292,120 5,027 0 4 0 40,13
2e 408,116 3,545 0 5 0 40,70

Fonte: Do autor.

Na figura 16 se encontra a visualizacdo das poses dos quatro melhores resultados do
docking e do controle juntamente com o diagrama de suas intera¢des. Por meio dos diagramas
gerados pelo programa ligPlot foi possivel observar que as interacdes do Controle-2e e dos

ligantes ZINC49525064, ZINC49524869, ZINC37307305, ZINC37307202 foram mediadas

por contados hidrofébicos.
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ZINC49525064

Leub4

ZINC49524869
Figura 16 - Visualizacdo das poses dos quatro melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interagdes ente a proteina cédigo pdb: 4HG7, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.
Nota:No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligacdes de hidrogénio.
Continua
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Figura 16 - Visualizacdo das poses dos quatro melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interagdes ente a proteina cédigo pdb: 4HG7, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.
Nota:No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.
Continua
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Figura 16 - Visualizag@o das poses dos quatro melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interacdes ente a proteina cédigo pdb: 4HG7, os ligantes e o controle.

Fonte: Do autor.
Nota:No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.

Conclusio

5.3 Proteina BIRC7

O programa MB-isoster (ELIAS; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2018) foi utilizado para
calcular as intera¢des nao ligantes (van der Waals e eletrostaticas) entre os dtomos do ligante
G13 e o sitio ativo da proteina BIRC7 cédigo pdb: 3F71. De acordo com os resultados
obtidos (Tabela 8), foram selecionados os fragmentos moleculares N2, N7 e N23 (Figura 17)
para substituicdo bioisosterica, por apresentarem energia potencial calculada mais elevada,

que indicam interagao menos favoravel.



Tabela 8- Célculo das interacdes ndo ligantes entre os dtomos do ligante G13 cristalizado no sitio ativo da

proteina cédigo pdb: 3F71 (Continua)
Atomo Energia de van deir Energia Eletrosltética Energia Totlal
Waals (Kcal.Mol ™) (Kcal.Mol™) (Kcal.Mol™)
N2 1,480 644,798 646,278
N7 -0,447 503,863 503,417
N23 -0,536 467,423 466,888
N15 -0,690 395,006 411,271
014 -0,212 395,006 394,794
06 -0,123 380,656 380,533
025 1,078 366,066 367,144
C28 -0,767 106,846 107,353
Cc27 -0,767 106,846 106,078
C29 -1,004 104,659 103,656
C32 -0,484 92,630 92,146
C35 -0,322 89,570 89,248
C33 -0,261 85,040 84,778
C34 -0,205 83,837 83,632
H18 2,143 0,000 2,143
H10 2,101 0,000 2,101
H31 0,219 0,000 0,219
H33 0,116 0,000 0,116
H15 -0,022 0,000 -0,022
H14 -0,027 0,000 -0,027
H22 -0,032 0,000 -0,032
H12 -0,040 0,000 -0,040
H13 -0,043 0,000 -0,043
H37 -0,048 0,000 -0,048
H24 -0,059 0,000 -0,059
H27 -0,066 0,000 -0,066
H21 -0,070 0,000 -0,070
H28 -0,071 0,000 -0,071
H9 -0,090 0,000 -0,090
H16 -0,091 0,000 -0,091
H23 -0,099 0,000 -0,099
H29 -0,104 0,000 -0,104
H20 -0,107 0,000 -0,107
H25 -0,109 0,000 -0,109
H17 -0,121 0,000 -0,121
H36 -0,146 0,000 -0,146
C21 -0,153 0,000 -0,153
H38 -0,160 0,000 -0,160
H19 -0,178 0,000 -0,178
H11 -0,199 0,000 -0,199
C22 -0,212 0,000 -0,212
H32 -0,232 0,000 -0,232
H26 -0,246 0,000 -0,246
C12 -0,266 0,000 -0,266
C10 -0,325 0,000 -0,325
Cc9 -0,402 0,000 -0,402
H34 -0,539 0,000 -0,539
C17 -0,599 0,000 -0,599
C31 -0,604 0,000 -0,604
Cl1 -0,605 0,000 -0,605
CI18 -0,664 0,000 -0,664

Fonte: Do autor.
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Tabela 8- Célculo das interacdes ndo ligantes entre os dtomos do ligante G13 cristalizado no sitio ativo

da proteina cédigo pdb: 3F71. (Conclusao)
Atomo Energia de van deir Energia Eletrosltética Energia Totlal
Waals (Kcal.Mol ) (Kcal.Mol ) (Kcal.Mol™)

C30 -0,718 0,000 -0,718

C4 -1,726 0,000 -1,726

C26 -0,857 -58,115 -58,973
H6 -0,020 77,966 -77,985
H7 -0,030 -79,658 -79,688
H5 -0,060 -87,265 -87,325
H4 -0,128 -92,567 -92,695
H3 -0,307 -104,622 -104,929
H1 1,229 -109,279 -108,050
H2 -0,360 -113,226 -113,586
C19 -0,538 -176,752 -177,290
Cl -0,791 -182,270 -183,062
C20 -0,396 -183,438 -183,834
C16 -0,503 -189,055 -189,558
C8 -0,757 -232,865 -233,622
C3 -1,261 -239,087 -240,349
H8 -0,116 -242,859 -242.975
H35 0,468 -270,644 -270,176
H30 -0,094 -271,365 -271,458
C24 -0,543 -353,650 -354,193
C13 -0,811 -372,129 -372,941
C5 -0,987 -392,487 -393,474

Fonte: Do autor.
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Figura 17 Composto G13 com os fragmentos selecionados para substitui¢io biisostérica.
Fonte: Adaptado de COHEN et al (2009)

O programa MB-Isoster gerou 9 moléculas bioisosteras a partir da selecdo dos
fragmentos N1, N2 e N23. O docking molecular entre as moléculas geradas e o controle foi

feito utilizando a funcionalidade de Virtual screening do programa MB-Isoster contra a
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proteina BIRC7, c6digo pdb: 3F71. Em relacdo a energia de ligacdao (kcal.mol™") do controle
(G13), foram selecionados os cinco melhores resultados do docking. As substituicdes dos

grupos quimicos feitas nas moléculas andlogas com melhor afinidade podem ser verificadas

na tabela (Tabela -9).

Tabela 9- Energia de ligacdo (kcal.mol™") dos 5 melhores resultados do dockink
e do controle.

Moléculas | Radicais | Vina (kcal.mol)
BBio 003 N2-CH, -9,7
BBio 001 N2-O -9,5
BBio 002 N2-S -8,1
BBio 007 N23-0 -8,1
BBio 008 N23-S -7,9
G13 21,2

Fonte: Do autor.

Realizou-se o célculo das propriedades fisico quimicas (peso molecular, logP, HBD,
HBA) e TPSA (Tabela-10) e verificou-se que o controle (G13) e os ligantes selecionados se
encontram em conformidade com as regras de Lipinski. Todos os compostos apresentam o
valor de TPSA ideal, ou seja , menor que 140. Dentre eles, o composto BBio 003N2,
apresenta melhor permeabilidade celular por apresentarem o menor valor de TPSA (78.51).

Tabela 10- Calculo das propriedades fisico quimicas dos 5 ligantes que obtiveram melhor energia
de interacdo e do controle G13

Peso . ~
Moléculas | Radicais | Molecular | logP | HBD | HBA | Yi01¢0€s | ppgy
(g.mol™) de Lipinski
BBio 003  N2-CH, 477,63 6,68 2 6 1 78,51
BBio 001  N2-O 479,60 5,14 2 7 1 87,74
BBio 002  N2-S 495,67 5,96 2 7 1 103,81
BBio 007  N23-0 479,60 3,03 2 7 0 87,74
BBio 008  N23-S 495,67 6,03 2 7 1 103,81
G13 - 478,00 4,87 3 7 0 90,00

Fonte:Do autor.

Na figura 18 se encontra a visualiza¢do das poses dos cinco melhores resultados do
docking e do controle juntamente com o diagrama de suas interacdoes. Por meio dos
diagramas gerados pelo programa ligPlot foi possivel observar que as interacOes entre o
controle foram mediadas por contatos hidrofébicos e interacdes de hidrogénio com os
residuos de aminodcidos Glyl130, GInl132 e Glu 143. O bioisostero BBio 003 apresenta
contatos hidrofébicos e interagdes de hidrogénio com os residuos de aminoacidos Gly130,

GIn132 e Trpl147. O bioisostero BBio 001 apresenta contatos hidrofobicos e interagdes de
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hidrogénio com os residuos de aminoédcidos Gln 132 e Try 147. O bioisostero BBio 002
apresenta contatos hidrofobios e interacdes de hidrogénio com o residuo de aminodcido Gln
132. O BBio 007 apresenta contatos hidrofobicos e interacdes de hidrogénio com os residuos
de aminoécidos GIn132, Asp 138, Glul43 e Trp147. O BBio 008 apresenta somente contatos

hidrofébicos.
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Figura 18- Visualizag¢do das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interacdes ente a proteina cédigo pdb: 37FI, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.
Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.
(Continua)
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Figura 18- Visualiza¢do das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interacdes ente a proteina cédigo pdb: 37FI, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.
Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.
(Continua)
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Figura 18- Visualiza¢do das poses dos cinco melhores resultados do docking e do controle juntamente com o
diagrama das interacdes ente a proteina cédigo pdb: 37FI, os ligantes e o controle.
Fonte: Do autor.
Nota: No diagrama gerado pelo programa LigPlot, os semicirculos indicam os contatos hidrofébicos entre
residuos da proteina e do ligante. Linhas tracejadas representam ligagdes de hidrogénio.
(Conclusao)
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6 CONCLUSAO

Os melhores resultados do docking foram selecionados por meio do cédlculo da energia
de ligacdo durante o processo de interagc@o entre os ligantes e o sito ativo do alvo molecular.
Aqueles compostos que necessitam de menor energia para que a interagdo ocorra, formam um
complexo mais estdvel durante o processo de interagdo, ou seja, teoricamente possuem maior
atividade bioldgica (FERREIRA et al., 2015). Assim, de acordo com resultados obtidos
durante os cdlculos de docking molecular, os compostos Bio 011 N1 (-7,2 kcal.mol'l), Bio
009 N1 (-7,0 kcal.mol™ ), Bio 004 N2 (-7,0 kcal.mol™), Bio 002 N2 (-6,9 kcal.mol™") Bio 003
N2 (-6,9 keal.mol ™! ) e Bio 003 N2 (-6,9 kcal.mol™ ) s@o candidatos promissores para restaurar
a fun¢do da proteina p5S3 com a alteracdo Y220C. A proteina pS3 com alteracdo perde sua
atividade supressora de tumor e ainda pode adquirir fungdes oncogenicas para promover a
proliferacdao dos tumores (JOERGER;ANG; FERSHT, 2006). Essas compostos funcionariam
apenas para alteracdo Y220C da p53 e ndo para outras. Os compostos ZINC49525064 (-7,9
keal.mol™"), ZINC49524869 (-7,9 kcalmol), ZINC37307305 (-7.9 kcal.mol),
ZINC37307202 (-7,9 kecal.mol™) sdo candidatos promissores para inibir a proteina MDM?2 ao
se ligarem ao seu dominio de interacdo com a p53. Esses compostos derivados de chalconas
podem representar um ponto de partida para o desenvolvimento de novos fairmacos para tratar
canceres com niveis elevados da proteina MDM2. E os compostos BBio 003 (-9,7 kcal.mol™),
BBio 001 (-9,5 kcal.mol" ), BBio 002 (-8,1 kcal.mol "), BBio 007 (-8,1 kcal.mol') BBio 008
(-7,9 keal.mol ) sdo candidatos promissores para inibir a proteina BIRC7 ao se ligarem ao
seu dominio BIR. Esses compostos podem ser eficientes para tratar canceres com niveis
elevados da proteina BIRC7. Podem restaurar a via apoptotica e impedir o crescimento de
células cancerigenas (LIU et al., 2007).

Todos os compostos identificados apresentaram parametros fisico quimicos que
respeitam as regras dos cinco de Lipinski (ROS) e podem ser administrados por via oral.
Teoricamente essas substincias podem contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas

experimentais e ensaios clinicos para o tratamento do cancer.
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