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RESUMO

O cancer é uma das doencas que mais atinge a populacdo mundial e com estimativas
que o numero de individuos com essa patologia cres¢a = 50% em 2040 em relagao a
2020. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer e preparar bibliotecas de
compostos sintéticos e naturais, a serem utilizados como potenciais farmacos, de
forma in silico, através da afinidade dos compostos com a proteina alvo, farmacologia
e farmacocinética. O método utilizou-se a molécula com o cdédigo PDB 7BIR,
compostos naturais e sintéticos; realizou-se a ancoragem molecular, juntamente com
0 composto controle ancorado na molécula estabelecida; obteve-se informac¢des 3D
entre 0s compostos no sitio ativo da proteina, verificou-se as ligagcdes quimicas,
estabeleceu-se a farmacocinética, farmacodinamica e a regra de Lipinski. A partir das
andlises dos parametros e comparacbes com o composto controle, todos foram
satisfatérios no blogueio com da p53 e a MDM2, entretanto, 0s sintéticos

sobressairam na maioria das andlises.

Palavras-chave: cancer; bioinformatica; farmacocinética.



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that most affects the world population and with estimates
that the number of individuals with this pathology will grow = 50% in 2040 compared to
2020. Therefore, the objective of this work was to establish and libraries of preparations
of synthetic and natural compounds, to be used as potential drugs, in an in silico
manner, through the surface layer of the compounds with the target protein,
pharmacology and pharmacokinetics. The method used the molecule with the PDB
code 7BIR, natural and synthetic compounds; molecular anchoring was performed,
together with the control compound anchored in the established molecule; we obtained
3D information between the compounds in the active site of the protein, chemical
bonds are provided, pharmacokinetics, pharmacodynamics and Lipinski's rule are
distributed. From the analysis of interruptions and comparisons with the control
compound, all were dominant in blocking p53 and MDM2, however, the synthetics
stood out in most of the analyzes.

Keywords: cancer; bioinformatics; pharmacokinetics.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (2021) distingue que o
cancer/neoplasia/tumor se caracterizam como nomes para definir varias doencgas que
afetam as células do corpo. E caracterizado por células anormais, que possuem
mutacfes, as quais promovem o desenvolvimento descontrolado e podem invadir
qualquer regido do corpo (metéstase). Devido a falta de sintomas no seu estagio
inicial, o diagndstico para doenga ainda € um obstaculo e pode demandar um longo
periodo (INCA, 2021).

Nas ultimas duas décadas o niumero de pessoas diagnosticadas com a doenca
no mundo aumentou, passando de 6,2 milhdes de mortes em 2000 para 10 milhdes
em 2020. Mundialmente, em 2018, o cancer foi considerado a segunda principal
doenca a causar morte, ao atingir 9,6 milhées de 6bitos (OPAS, 2020). Aliado a isso,
o diagnostico dessa doenga em criancas também tem sido ampliado, passando a
atingir cerca 400 mil por ano (OMS, 2021).

No Brasil, devido ao numero crescente de pessoas e ao envelhecimento,
estima-se que entre 0s anos de 2020 e 2040, haver4d aumento no nimero de novos
casos, aumentando 66% o numero de novos casos e 81% das causas de mortes
(INCA, 2022; OMS, 2021; Ferlay et al., 2021). Tais nimeros preocupam 0s gestores,
pois em 2018, os gastos realizados pelo governo federal, foram de aproximadamente,
R$3,5 bilhbes em pacientes oncolégicos com idade = 30 anos, em procedimentos
hospitalares e ambulatoriais no Sistema Unico de Salde (SUS). Caso ndo haja
métodos para realizacao de possiveis contribuicdes adversas do cancer, 0s casos se
manterdo crescentes, além das mortes e prevaléncia da doenca, o governo federal
gastara cerca de R$7,84 bilhdes em 2040 para o tratamento em pacientes com cancer
(INCA, 2022).

No ano de 2023, no Brasil, foram registrados mais de 700 mil novos casos,
sendo os mais frequentes o cancer de mama, colon, reto, pulmao, prostata, colo do
Utero, cavidade oral e estbmago. Os numeros registrados assemelham-se aos dos
paises com indice de Desenvolvimento Humano (IDH) alto, porém, ainda ha
desigualdade regional, constando que as regides com IDH baixo (Norte e Nordeste),

tém taxa maior de casos de neoplasias (INCA, 2023; Santos et al., 2023).
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Diante desses valores, novas tecnologias vém sendo avaliadas e estudadas
para o desenvolvimento de métodos eficazes nos tratamentos do cancer. Assim, a
revolucao tecnoldgica levou a ampliacdo na criacdo de recursos computacionais para
diversas areas, transformando-se na principal ferramenta para melhorias sociais,
individuais e coletivas. Consequentemente, a bioinformatica foi criada para superar
obstaculos, desenvolvendo métodos capazes de promover esclarecimentos,
informacdes e analises de dados bioldgicos (Lesk, 2008). Portanto, a bioinforméatica
como artificio de tecnologia da biologia, representa uma ferramenta para alavancar
projetos de pesquisas. Assim, ela tem sido apontada como um dos mais importantes
instrumentos de descobertas e avancos na saude, impulsionando o desenvolvimento
a favor da humanidade, adquirindo conhecimento sobre os sistemas bioldgicos e
gerando novas alternativas para solucionar os problemas do cotidiano (Guido; Oliva;
Andricopulo, 2008; Martins et al., 2015).

A bioinformética € uma area atrativa devido aos seus recursos. Ela emprega a
computacédo, fazendo com que haja diminuicdo de tempo e de custos de insumos,
aumento de desempenho das ferramentas e auxilia nas interagdes entre estruturas, o
que proporciona averiguacdo das funcdes bioldgicas e sua execuc¢do (Guido; Oliva;
Andricopulo, 2008). Programacao através do cédigo aberto, como AutoDock Vina,
desenvolvem potenciais medicamentos anticancerigenos, in silico, ajudando
pesquisadores no desempenho e avanc¢os contra os carcinomas (Trott; Olson, 2010;
Chen; Seukep; Guo, 2020). Ferramentas e programas de docking moleculares sé&o
Uteis para investigar as interacdes entre os ligantes e receptores bioldgicos, a partir
dos resultados de docking molecular, pode-se levantar hipoteses sobre as interacdes
intermoleculares envolvendo um ligante e sua possivel macromolécula receptora,
proteinas alvo (Lesk, 2008; Martins et al., 2015).

Aliado a isso, devido ao aumento expressivo de pessoas diagnosticadas com
cancer, a limitacdo para tratamentos, a ocorréncia da doen¢a no mundo, assim como
em todo territorio brasileiro, € de extrema necessidade estudar essa doenca com
variados métodos e ferramentas, obtendo cada vez mais resultados satisfatorios para
o tratamento da doenga. Nesse sentido, a bioinformatica foi utilizada neste trabalho
como forma de propor diferentes ferramentas e mecanismos para proporcionar uma

pesquisa satisfatoria no desenvolvimento de potenciais farmacos. Portanto, o objetivo
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deste trabalho ocorreu através de analise computacional, in silico, a partir de

bibliotecas de compostos sintéticos e naturais como potenciais antineoplasicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O cancer é o termo utilizado para caracterizar um conjunto de doencas que
exibem propriedades evolutivas, no qual compartilha uma Unica patogénese, que
promove a disseminacao autbnoma e a propagacao de réplicas. Além disso, altera
vias de sinalizacdo celular, impossibilita a resposta imunoldgica, consequentemente
favorece sua proliferacao (Stratton; Campbell; Futreal, 2009; INCA, 2019).

Cancer, tumores malignos e neoplasias sdo termos usados para a segunda
doenca responsavel por 6bitos no Mundo e no Brasil (OPAS, 2020). E dado como uma
doenca genética, que provoca mutaclOes/alteracdes nos genes, modificando o
comportamento celular. Algumas dessas células sado geradas rapidamente, crescem
geralmente suas causas acontecem respeitando algumas irregularidades, como
mutagbes por infec¢des, virus, agentes quimicos, fisicos e bioldgicos. Essas
alteracdes causam defeitos em uma ou mais proteinas reguladoras do ciclo celular
(Iranzo et al., 2018; INCA, 2020), as quais provocam a aceleracdo da multiplicacao
celular.

De acordo com a Organizacdo Pan Americana de Saude (2020), a metastase
€ a causa principal das consequentes mortes por cancer. Seu desenvolvimento ocorre
qgquando as células cancerigenas se deslocam através da corrente sanguinea,
dirigindo-se a locais secundarios, evitando atuagédo das ceélulas do sistema imune,
logo, a morte, fazendo com que se desenvolvam como células mutagénicas
(Massagué; Obenauf, 2016).

Para que ndo ocorra células mutagénicas, algumas proteinas exercem o papel
de responder a esse estresse, ocorrendo a apoptose, morte celular programada, uma
das varias maneiras de eliminacéo das células cancerosas (Croce, 2008). A p53 esta
entre as proteinas mais importantes na inducao da morte celular, supervisdo do ciclo

celular e supresséo de células cancerigenas (Zhao et al., 2012).

2.2 Proteina P53
A proteina p53 é uma fosfoproteina nuclear cuja estrutura molecular tem
formato tetraédrico, com subunidades simples e idénticas, a qual foi descrita em 1979

no virus simio SV-40 interligado com antigeno T (Yonish-Rouach, 1997; Mowat, 1998).
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Em 1989, o gene p53 foi dado como um gene supressor tumoral, que esté relacionado
na mutacao ou inativacdo do surgimento do cancer (Yonish-Rouach, 1997; Mowat,
1998; Janus et al., 1999). A p53 estd associada na restauracdo do DNA,
monitoramento do ciclo celular, na inducdo apoptética e diferenciacdo celular,
impedindo que haja alguma intercorréncia no DNA, além de impedir a proliferacéo de
células danosas (Vogelstein; Lane; Levine, 2000).

P53 € um regulador crucial ao longo da progressdo da fase G1-S do ciclo
celular. Uma vez ativada, a proteina p53 leva ao aumento da expressao da proteina
p21, inibidor de quinase dependente de ciclina. Como resultado, frequentemente as
células experimentam um bloqueio nesta fase para que o reparo do DNA possa ser
efetivamente realizado. Quando a quantidade de danos no DNA ultrapassa a
capacidade de restauracao, as células essenciais de reparo séo afetadas, podendo
levar a incorporagdes de mutacoes, gerando instabilidade no gene, capaz de originar
células cancerigenas (Costa et al., 2003)

O gene supressor de tumor p53 desempenha um papel importante na
progressdo de tumores, atuando como um fator na transcricdo de genes que
respondem a uma variedade de insultos celulares por regular o ciclo celular ou
bloguear o crescimento celular anormal e a transformacdo maligna.
Consequentemente, essas células, que sdo geneticamente instaveis, tendem
a acumular mutacfes e rearranjos cromossdmicos adicionais, levando a um rapido
desenvolvimento de células alteradas, contribuindo, assim, para a transformacéo
neoplasica (Elledge, 1996; El-Deiry, 1998).

Cerca da metade dos canceres apresentam altos niveis de p53 com mutacao.
Isso promove falhas na associacao entre p53 e 0 DNA, e consequentemente prejuizos
na ativacdo de fatores de transcricdo envolvidos na atividade apoptética, e em alguns
casos adquirem atividade oncogénica (Wu et al.,1993; Freed-Pastor; Prives, 2012).

Foi demonstrado em estudos que a p53 mutada esta presente em variados
canceres, oferecendo uma promessa consideravel de marcador tumoral, incluindo
cancer de mama (Bgrresen-Dale, 2003), cancer colorretal (Wu et al., 2017), pulméo
(Vogt et al., 2002), préstata (Shenk et al., 2001; Downing; Jackson; Russell, 2001),
colo do utero (Lu; Feki, 2006), cavidade oral (Zohrabian et al., 2007) cancer de tireoide
(Konde; Ezzat; Asa, 2006) e estdmago (Felin et al., 2008).
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As selecbes e mutacdes podem criar diversidades dentro de um organismo
(Belyi; Levine. 2009). A proteina p53 condiciona sua deteccdo, eliminacdo ou
silenciamento do DNA repetitivo, respondendo a estressores e doencas infecciosas.
Sendo que, a p53 do tipo selvagem, tem como funcéo a resisténcia inata (Belyi;
Levine, 2009; Levine, 2020). Em condi¢des normais, o nivel de proteina p53 € mantido
baixo pelo seu principal regulador negativo, homoélogo Murino Duplo Minuto 2 (MDM2),
gue promove a ubiquitinacéo do p53 e sua subsequente degradacdo (Honda; Tanaka,
Yasuda, 1997).

2.3 Proteina MDM2

A proteina Murino Duplo Minuto 2 (MDM2) possui funces de interagir com
algumas proteinas que influenciam o ciclo celular, diferenciacdo, morte celular
programada, estabilidade do genoma, apoptose e a transcricdo (Bohlman; Manfredi,
2014). A capacidade do MDM2 de se ligar diretamente a proteina p53, e sua funcao
inibitéria, promove a manifestacdo de mutacdes na p53 e vulnerabilidade genémica
resultando maior expressao da MDM2 e na resisténcia adquirida contra seus
inibidores (Haronikova et al., 2021).

A inducdo de MDM2 e Mouse Double Minute 4 (MDM4) em células
cancerigenas com p53 € uma estratégia terapéutica intrigante que tem sido usada
com sucesso em ambientes clinicos. Desde a descoberta de analogos que inibem a
interacdo p53-MDM2, os inibidores de MDM2 tém sido extensamente pesquisados
como uma opcao terapéutica potencial para os pacientes com cancer (Vassilev et al.,
2004). A figura 1 demonstra como como a interagéo entre p53 e MDM2 como ocorre,

guando o regulador negativo exerce sua funcgéao.
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Figura 1- Descricdo da interacéo entre p53 e MDM2.

P53 mutante P93 degradada

X

Inativacao,

Apoptose, senescéncia, Alta probabilidade do
reparo do DNA, parada surgimento de celulas
do ciclo celular. Cancerosas.
Célula normal Célula cancerosa

Fonte: Do autor.

Legenda: Na auséncia de comunicagao entre as proteinas p53 e a MDM2 proporciona a reparacéo do
genoma, assim como na apoptose de células anormais pela p53. Entretanto, quando ha
interacdo das mesmas ocorre a inatividade, degrada¢éo e/ou mutagéo da p53, a fungéo dela
fica comprometida, promovendo a proliferacao de células anormais e danos no DNA, possivel
cancer.

O regulador negativo MDM2 exercer fungdo que resulta em mutacéo,
degradacé&o ou inativa da proteina p53, fazendo que ocorra dano no DNA, resultando
em possiveis carcinomas (Haronikova et al., 2021; Zhu et al.,, 2022). Novas
descobertas sugerem que a superexpressdao de MDM2 sucede em resisténcia a
guimioterapia convencional (Hou; Sun; Zhang, 2019).

O aumento dos niveis de p53 selvagem reativando suas fungdes, e a inibicao
da interacdo entre MDM2 e p53 séo alvos de intensos estudos na medicina do cancer

(Zhu et al., 2022; Koo; Sharma; Narayan, 2022). O método consiste em atenuar
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células tumorais, fazendo com que n&o ocorra interagdes quimicas entre p53 e MDM2
e consequentemente o aumento da fosforilagdo da p53. Sendo assim, o bloqueio
dessa interacdo pode vir a promover a apoptose, melhor desempenho da p53 como
supressor tumoral e do ciclo celular (Koo; Sharma; Narayan, 2022).

Os medicamentos direcionados a inibicdo da interacdo MDM2 e p53 mostraram bons
resultados, revelando que uma vez que a apoptose foi induzida, teve uma diminui¢ao
na supressao imune e na tumorigenicidade das células cancerosas (Klein; Vassilev,
2004; Guo et al., 2017; Koo; Sharma; Narayan, 2022). Foi identificado inibidores
altamente potentes, seletivos e oralmente eficientes na interacdo entre as proteinas
p53-MDM2. O cdédigo PDB, 7BIR, foi a proteina utilizada, respectivo sua funcéo,
demonstrando efeitos farmacéuticos in vivo e atividades anticancerigenas eficazes em
doses bem toleradas. Para maximizar a afinidade do ligante para MDM2 e a
biodisponibilidade, o design da estrutura baseou-se no ligante e na determinacéo do
metabdlito (Chessari et al., 2021). Assim, o cddigo PDB 7BIR, uma macromolécula,
proteina, foi creditada como um forte candidato para auxiliar os compostos no

desenvolvimento de possiveis farmacos in silico.

2.4 Docking e AutoDock Vina

Em 1894 foi o inicio da ancoragem molecular, o termo “chave-fechadura” foi um
modelo proposto por Emil Fischer para poder explicar como acontecia o modelo
tedrico da interacdo ligante-receptor. Ambos poderiam reconhecer-se um ao outro
através de alinhamentos geométricos, assemelhando-se a uma chave que se encaixa
“perfeitamente” em uma fechadura, onde suas conformacgdes nao sofreram quaisquer
alteracdes devido a eles serem rigidos. Porém, em 1958, Koshland propés a teoria do
encaixe induzido, refutando essa teoria de encaixes perfeitos e de uma chave para
uma fechadura, reconhecendo que ambas as estruturas sao flexiveis e que quando
reconhecido a enzima, a conformacgéo espacial do sitio ativo € modificada. Apos a
teoria de Koshland (1958), varios estudos foram feitos e diferentes métodos foram
propostos (Grosdidier; Zoete; Michielin, 2011; Chen; Seukep; Guo, 2020).

Décadas se passaram, varias metodologias de docking molecular foram
propostas (Bitencourt; De Azevedo, 2019). O docking molecular ou ancoragem
molecular, € uma das técnicas mais utilizadas no mundo da pesquisa para realizar

triagem de bibliotecas virtuais de compostos e no desenvolvimento medicamentoso.
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Esta técnica prediz a maneira como o farmaco se liga a uma molécula alvo (receptor-
ligante). Ela interpreta as interacdes moleculares, quanto afinidade,
complementaridade e identifica a localizacdo do sitio ativo de um receptor ou de uma
proteina (Bitencourt; De Azevedo, 2019; Da Silveira et al., 2019).

O docking é um processo computacional de busca pelo melhor encaixe do
ligante que contribui para que as pequenas moléculas ou substratos se liguem ao sitio
de ligacao/receptor de uma proteina. Essa associacdo proporciona o desenvolvimento
de um algoritmo eficaz (Dias; De Azevedo, 2008).

O objetivo do docking € indicar de forma eficiente a afinidade de ligacdo e as
conformacdes ligadas. Tem funcéo de replicar possiveis potenciais quimicos por meio
do uso de score, representacdo de uma aproximagdo computacional que prediz quais
afinidades que interagdo proteina-ligante pode conter, como parametros hidrofébicos,
eletrostaticos, de van der Waals e de ligacdes de hidrogénio (H) (Barreiro; Rodrigues,
1997; Chen; Seukep; Guo, 2020).

Com o dominio do docking, a busca pela melhor conformacdo sdo as que
possuem menor valor de energia, ou energia afinidade de Gibbs aproximada (quanto
menor, melhor), funcdes matematicas sdo empregadas para calcular esta energia com
a maior precisdo possivel. Ferramentas de ancoragem moleculares sdo notaveis,
devido a funcéo de scoring/anélise sensivel absoluto para ranquear as conformacdes
geradas pelo algoritmo preferencial, a fim de que o método in silico se familiarize ao
maximo da conformacdao in vivo (Alonso; Bliznyuk; Gready, 2006; Chen; Seukep; Guo,
2020).

O AutoDock Vina foi criado pelo pesquisador Dr. Oleg Trott, em 2010; um
programa de codigo aberto na producdo de docking molecular, uma ferramenta
semiflexivel, de facil utilizacdo, que realiza docking molecular e triagem virtual.
Exercendo uma nova fungcdo de scoring nas possibilidades de conformacfes mais
provavel quanto a instalagéo de um algoritmo de otimizacao energética baseado nesta
nova funcédo de scoring computando a afinidade entre um receptor-ligante (Trott;
Olson, 2010; Chen; Seukep; Guo, 2020).

2.5 Bioisosterismo:

Em 1919 foi iniciado o primeiro conceito de isosterismo, pelo americano Dr.

Irving Langmuir, através de busca de compreender sobre camada de valéncia dos
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elétrons, demonstrando que atomos que sdo isoeletrénicos, exibem propriedades
fisico-quimicas semelhantes. Em 1951 o cientista Harris Friedman agregou o prefixo
“bio”, pois 0s compostos isosteros também poderiam ter atividade bioldgicas
semelhantes (Jayashree et al., 2022).

O bioisosterismo € uma técnica que visa substituir subestruturas moleculares
gque causam alguma consequéncia adversa, por grupos quimicos semelhantes,
gerando listas de analogos (Lima; Barreiro, 2005). Utilizada no design racional de
novos medicamentos para otimizacdo obtendo uma série de compostos inovadores
candidatos a novos farmacos (Shan; Ji, 2020). Existem varias razdes na aplicacéo da
estratégia de bioisosterismo, destacando, estratégias necessarias de melhorias na
atividade farmacologica, otimizar parametros farmacocinéticos, diminuicao dos efeitos
adversos e seletividade de receptores (Lima; Barreiro, 2005; Shan; Ji, 2020).

O XunDrug é uma plataforma que tem o servidor MolOpt (Shan; Ji, 2020), que
€ um software bioisosterico que gera automaticamente analogos a estrutura escolhida
ou sugestiva. Atualmente os compostos bioisostericos sao avaliados conforme sua
necessidade, com intuito de melhorias na molécula, bem como as propriedades de
absorcdao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade (ADMET); utilizando uma
ampla busca por novos farmacos. Tais melhorias a partir de um novo composto
desenvolvido, tem se destacado pela eficiéncia no processo de descoberta de novos
farmacos, destacando-se como um método promissor, atraindo a atencdo de muitos

pesquisadores e industrias (Da Silveira et al., 2022).
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3 METODOLOGIA

3.1 Busca por marcador e ligantes

Inicialmente foi realizada uma busca nas plataformas Google académico,
Pubmed, Scielo, dentre outras; para determinar quais marcadores estavam presentes
nos principais canceres acometidos no Brasil. Foram pesquisados todos os
marcadores presentes nas neoplasias a serem dispostos. Através dessa busca,
obteve-se um marcador molecular que esta presente em 50% dos céanceres
existentes, como também em todos a serem utilizados.

O método do estudo consistiu em usufruir do marcador a proteina p53 para
desempenhar suas funcdes especificas, fazendo com que ndo houvesse interacdo em
seu regulador negativo MDM2. Contudo, a estrutura tridimensional teria como funcéo
ser antagonista da MDM2, fazendo com que 0s compostos utilizados, interagissem
com a p53, consequentemente a funcdo de regulacédo do DNA e do ciclo celular seriam
desempenhadas assim como a promogéao da interrupc¢ao da interagdo MDM2-P53.

No banco de dados Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000)
coordenadas tridimensionais da respectiva proteina foram buscadas, para distinguir
qual a codigo PDB seria utilizado, foram adicionados alguns parametros. A proteina
tem gue ser proveniente de Homo sapiens, ter resolucéo cristalografica menor que 2
Angstrom (A), ter se mostrado eficiente e conter em sua estrutura um ligante para
utilizacao em testes de validagao.

ApGs a sondagem, a estrutura tridimensional foi baixada no formato PDB, para
o servidor local e preparada pela ferramenta MGLTools (Dallakyan, 2010), para ser
utilizada. Houve a remoc¢ao de moléculas de agua, busca por atomos que poderiam
estar ausentes, adicdo de atomos de hidrogénio e das cargas de Kollman. Para o
composto co-cristalizado presente no sitio ativo foi separado em um arquivo como
controle, para o processo de redocking e, por fim, as estruturas foram transformadas
de PDB para o formato PDBQT.

Os ligantes oriundos de produtos naturais foram obtidos do servidor ZINC20
(Irwin et al., 2020) database, no qual a biblioteca TCM (Taiwan) foi escolhida contendo
36.043 compostos. JA para os ligantes sintéticos, a biblioteca "Conjunto de
diversidade de descoberta (DDS-50)" da plataforma ENAMINE (ENAMINE, 2023),
contendo 50.240 compostos, foram selecionados e baixados no formato SDF. Os
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compostos também foram transferidos para um servidor local, e modificados mediante
para o formato PDBQT pelo uso do software OpenBabel (O’Boyle et al., 2011). No
processo selecionou-se o “--gen3d” (O’Boyle et al., 2011), para que as coordenadas

tridimensionais fossem corrigidas.

3.2 Processo de docking molecular e intera¢des no sitio ativo

Apoés o preparo de todos os arquivos, receptores e ligantes, foi realizado a
ancoragem molecular, obtido pelo MGLTools (Dallakyan, 2010) na plataforma
AutoDock Vina (Trott; Olson, 2010). Para assegurar que os ligantes propostos
interagiriam com o sitio ativo da proteina, os célculos de docking molecular foram
determinados pelos espacos de buscas, chamados de “grid boxes”. O AutoDock Vina
busca por algoritmos para determinacdo das conformacdes que se complementam
favoravelmente com a proteina-alvo. O espaco delimitado fora predito em valores das
localizagGes e nos tamanhos das coordenadas cartesianas de X, y e z. Entretanto,
para a molécula utilizada, os valores de localizacdo e tamanhos para a delimitacao do
sitio ativo foi através do ligante co-cristalizado para controle (sitio marcado). A figura
2 demonstra como a grid boxes é operada, através de coordenadas empregadas por

literatura ou por um composto ja ancorado na proteina a ser manuseada.

Figura 2- llustra a ferramenta MGLTools descreve como o AutoDock Vina utiliza a grid
boxes para identificacdo do sitio ativo da proteina alvo, sem o composto
controle presente na estrutura. Proteina do cddigo PDB, 7Bir, baixada da
plataforma Protein Data Bank (PDB).
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Com o resultado das coordenadas do sitio ativo, através do controle, iniciou-se
a ancoragem primeiramente dos compostos naturais e em seguida dos compostos
sintéticos. Apds a execucdao, todos os resultados obtidos foram classificados a partir
de sua energia de ligacdo fornecida por Kcal/mol. Os resultados foram classificados
em ordem crescente, do mais negativo para o mais positivo, demonstrando que,
quanto mais negativo mais forte o perfil de interagao.

Em seguida, os melhores resultados do docking foram ligados novamente a
proteina e salvas mediante ao programa PyMOL, para realizagdo das imagens 3D do
sitio ativo da proteina com o ligante. Realizou-se a verificacao pelo programa LigPlot+
(Laskowski; Swindells, 2011), a fim de observar as forcas de interacfes
intermoleculares, como por exemplo: pontes de hidrogénio, interacdes pi-pi,
hidrofobicas, alquila, pi-sigma, entre outras. Foram calculadas e relacionadas as
interacdes dos compostos com o sitio ativo conforme literatura prévia e o controle. Em
seguida foram realizadas pesquisas pela ferramenta SciFinder, para mais informacdes
dos compostos utilizados, visto que a plataforma contém inimeras informacdes sobre
0S compostos, atraves de bancos de dados cientificos, além de ser reconhecida pelo
Portal de Periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoas de Nivel
Superior (Gabrielson, 2018).

3.3 Farmacologia e farmacocinética

Os codigos SMILES dos compostos precursores foram obtidos pela ferramenta
OpenBabel. Apds, foram avaliados quanto sua farmacologia e farmacocinética, para
validacéo das simulagdes feitas in silico. O estudo de drogabilidade foi executado as
regras de Lipinski: ndo ter mais que cinco doadores de hidrogénio; ter até dez
aceptores de hidrogénio; massa molar menor que 500 Dalton (Da); LogP menor ou
igual a cinco (Lipinski et al., 2001). E os parametros farmacocinéticos pelas
plataformas SwissADME (Daina; Michielin; Zoete, 2017) e ADMETLab 2.0 (Xiong et
al., 2021). Por fim, foi utilizado a técnica do bioisosterismo, pelo software Xundrug
(Shan; Ji, 2020), aplicada como estratégia quando houver necessidade de melhorias
na atividade farmacoldgica, otimizando parametro farmacocinéticos e diminuicdo dos

efeitos adversos (Lima; Barreiro, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtengéo do alvo e dos ligantes

A busca pelo marcador presente em todos os canceres utilizados neste estudo,
conforme mencionado, foi a p53. Sendo o método utilizado a inibicdo com a MDM2,
através dos compostos sintéticos e naturais. Estudos empregando a interrupcao da
interagéo p53-MDM2, sao considerados pertinentes para descobertas que mudarédo o
rumo do desenvolvimento de farmacos contra tumores (Zhu et al., 2022; Koo; Sharma,;
Narayan, 2022).

Deste modo, a inibicdo da interacdo com o principal regulador negativo, é uma
estratégia terapéutica satisfatéria devido aos resultados de estudos in vitro levados
para ensaios clinicos (Hu et al., 2021; Koo; Sharma; Narayan, 2022). Como por
exemplo, a realizacdo do experimento pela proteina RG7112 (RO5045337), um
antagonista da MDM2. Onde, através do seu uso, a maioria dos pacientes que
submeteram ao seu tratamento apresentaram melhora devido a doenga n&o sofrer
proliferacéo (Marine et al., 2006; Hu et al., 2021).

Outros estudos com a mesma metodologia, mostraram-se bons resultados. Foi
relatado, que ao impedir a relacdo da p53-MDM2, a apoptose € induzida, como
também ha a diminuicdo na supressdo imune e na tumorigenicidade das células
cancerosas (Klein; Vassilev, 2004; Guo et al., 2017; Koo; Sharma; Narayan, 2022).
Na figura 3 demonstra-se simplificadamente como a proteina MDM2 faz com que a
p53 ndo exerca suas funcdes, consequentemente, as células tumorais continuam
multiplicando desordenadamente

A proteina utilizada neste estudo foi o cddigo PDB, 7BIR, cristalizada e
estudada por Chessari e colaboradores (2021). Escolhida devido aos parametros
citados na metodologia, além do composto presente em sua estrutura. Quando levado
in vivo, apresentou equilibrio de propriedades, como, biodisponibilidade oral,
seletividade e eficicia na farmacodinamica antitumoral, pelo modelo de xenoenxerto
SJSA-1 em doses toleradas (Chessari et al., 2021).

Adicionado a isto, a proteina com codigo PDB, 7BIR (Chessari, et al., 2021) foi
baixada para um servidor local pela plataforma Protein Data Bank. Mesmo que sua
estrutura ndo esteja de acordo com a metodologia, devido o valor de resolucéo de
2,02 A. Entretanto, em sua estrutura existe um composto ligado: 1-[[(1~{R})-2-[(5-
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cloranilpiridin-2-il)metil]-1-(4-clorofenil)-7-fluoranil-3-oxidanilideno-5-(2-
oxidanilpropan- 2-il)isoindol-1-iljoximetillciclopropano-1-carboxamida
(C28H26CI2FN304) com valores de IC50 definidos, sendo este o composto controle
deste estudo.

Figura 3- Imagem da estrutura 7BIR e suas informacdes de acordo com os parametros
necessarios para ser utlizada nesse estudo. Entretanto, mesmo que a
mesma seja um pouco maior de 2 A, possui-se nela um composto co-
cristalizado em seu sitio ativo, ressaltando que o0 mesmo sera necessario
como controle, sendo o parametro mais relevante para se obter melhores
resultados dos compostos propostos.

- BT7BIR

Inibidor da interacdo MDM2-p53

APO DOI: https://doi.org/10.2210/pdb7BIR/pdb
Classificagao: APOPTOSE

Organismo(s): Homo sapiens

Sistema de Expressao: Escherichia coli BL21(DE3
Mutagéo(des): Sim @

Depositado: 13/01/2021 Langado: 07/04/2021
Autor{es) do depoimento: Williams, PA

/ I aneo de dados expel' i \

Método: DIFRACAO DE RAIOS X
Resolugdo: 2,024

Valor R gratis: 0,243

Trabalho de valor R: 0,219

Valor R observado: 0,220

Explorarem 3D : Estrutura | Anotacdes de
quéncia | Densidade Eletronica |
blatorio de validacdo | Interacdo do Ligante (TUZ)

Fonte: Plataforma Protein Data Bank (PDB), modificada pelo autor.

Apbs ser baixada para o servidor local, a proteina com o cédigo PDB, 7BIR, foi
preparada pela ferramenta MGLTools para sua utilizagdo. O preparo consiste em
retirar as moléculas de agua, devido as moléculas de H20O serem extremamente
reativas, podendo interagir com o composto no sitio ativo. Realizou uma busca por
atomos que pudessem estar ausentes, a adicdo de hidrogénio e das cargas de
Kollman, quando necessario. Foi retirado o composto co-cristalizado em sua estrutura,
para realizacdo do redocking para confirmar se a abordagem de docking acha a
posicéo cristalografica do ligante.

Em seguida, os compostos naturais foram pesquisados no banco de dados
Zinc20 e os sintéticos através do banco de dados Enamine, escolhidos por possuirem

uma maior quantidade de compostos. Assim, foram baixados para o servidor local,



28

50.240 compostos sintéticos, 36.043 compostos naturais pela biblioteca TCM em
Taiwan e preparados pelo software OpenBabel. Ap6s o preparo, 0s compostos
sintéticos tiveram o total 49.803 e os naturais 45.189. Durante o processo de
manipulacdo os compostos poderdo ser substituidos se tiverem duplicado e/ou dados
como “iguais”. Quando ha pequenas diferengcas o sistema compreende como
compostos diferentes. Além disso, 0s compostos tiveram seus respectivos nomes

modificados para “sint” para a biblioteca de sintéticos e “nat” para naturais.

4.2 Redocking e docking

A ancoragem molecular, foi preparada pela ferramenta MGLTools e AutoDock
Vina, na determinacéo dos calculos do docking molecular, com a “grid boxes”, utilizado
para determinar as energias de ligacdo do sitio ativo. Consecutivamente, realizou-se
o redocking, retirada do composto presente na proteina e novamente ancorado no
mesmo sitio de origem. Com isso, encontrou-se a mesma posicdo da estrutura
original, comprovando a metodologia de docking molecular pelo AutoDock Vina. Ele
estabeleceu a geometria do ligante no sitio ativo da proteina, através de
complementaridade, afinidade, identificacéo e verificacdo da localizacao do sitio ativo
(Chen; Seukep; Guo, 2020). O controle foi co-cristalizado de maneira que encontrou-
se resultados semelhantes a vida real, validando sua atividade. Sendo essa energia o
controle para os parametros obtidos para dos compostos a serem utilizados.

Com o dominio do docking e ancoragem molecular (score) de indicar formas
eficientes pela afinidade de energia, que representa seu valor de aproximacao
computacional e prediz as interac@es proteinas-ligante a fim de que o método in silico
se familiarize ao maximo da conformacéo in vivo. Assim, observou-se a comunicacao
das estruturas 3D dos compostos com molécula com codigo PDB, 7BIR, para
comprovar a veracidade da interacdo nas regides especificadas pela grid box, sendo
esse, o local estabelecido como sitio ativo da interacdo entre a P53 e a MDM2.

A partir da ancoragem molecular dos compostos sintéticos e naturais utilizando
o AutoDock Vina, foram obtidos uma tabela organizada com os resultados das
energias de ligacdo de cada composto de forma crescente. Obteve-se por usar os
compostos que tiveram uma energia de ligacdo mais forte que os demais, devido a
isso, trabalhou-se com os trés primeiros de cada categoria. Dado aos resultados,

observa-se que os produtos naturais obtiveram energias de ligacao mais fortes,
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entretanto a diferenca entre eles ndo se encontra maior que o desvio padréo de £3,0
Kcal/mol apresentado pela ferramenta AutoDock Vina.

Tabela 1 — Resultado da energia de ligacdo do docking molecular dos compostos a
serem utilizados com possiveis farmacos.

Identificacéo Energia de Ligacdo (Kcal/mol)
Sintéticos Sint038125 -10,1
Sint043781 -10,1
Sint033402 -10,1
Controle -9,5
Naturais Nat026277 -11,2
Nat034716 -111
Nat038026 -10,9

Fonte: Do autor.

Esperava-se que o0s compostos tivessem energia de ligagcdo superior ao
composto controle, que fossem maior que o desvio padrdo. Entretanto os compostos
pouco se divergem, e encontram-se semelhantes ao controle. Para que obtivesse
resultados diferentes do controle, a energia molecular teria que ser superior a 12,5
el/ou inferior a 6,5, de modo que a proporcédo entre eles ndo entrariam nos valores do
desvio padrdo do sistema. Porém, como o controle é o parametro mais preciso
demonstrando energia de ligacdo cabiveis, revela que as interacfes provavelmente

ocorrerdo entre 0 composto e a proteina utilizada com o cédigo PDB.

4.3 Interac¢des no sitio ativo da molécula com o cédigo PDB, 7BIR

Andlises de sequéncias, relagBes estrutura-funcédo, docking molecular e
triagem virtual sdo algumas das abordagens desenvolvidas por bioinformatica
estrutural pela ferramenta PyMOL, além de obter uma visédo geral e Gtil do design dos
compostos e suas interacdes em 3D (Yuan; Chan; Hu, 2017). Na figura 4, a ferramenta

PyMOL identificou na forma tridimensional quanto ao docking molecular dos ligantes
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no sitio ativo da proteina com o cédigo PDB 7BIR, se haveria real energia de interacao

entre eles.

Figura 4- Configuracdo das estruturas 3D dos compostos com molécula com codigo
PDB 7BIR, para comprovar a veracidade da interagdo nas regioes
especificadas pela grid box, sendo esse, o0 local estabelecido como sitio
ativo, através do controle, pelo programa PyMol.

Sint038125 Nat026277

Sint043781 Nat034716

Controle

Sint033402 Nat038026

Fonte: Do autor.

A verificacdo tridimensional de todos os ligantes propostos, foram
demonstrados como possivelmente inseridos corretamente no sitio ativo da proteina
estabelecida. Isso ocorreu através da observacdo do composto controle, sendo
perceptivel através das configuracdes 3D da proteina. Compreendo que cada ligante
vai se inserir de uma forma diferente no sitio ativo, devido ao tamanho, estrutura e
local de afinidade.

Para mais detalhes sobre os compostos, as estruturas quimicas foram
descritas abaixo na Tabela 2. Sendo que plataforma SciFinder é uma ferramenta de
referéncias oferecidas pela Capes. No qual indexa periodicos cientificos, contendo
variadas base de dados cientificas (Gabrielson, 2018). Como era previsto, 0s
compostos naturais demonstraram ser bem maiores e mais complexos que o0s
compostos sintéticos, visualmente, podendo ser um empecilho quando utilizados para

experimentos in vivo
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Tabela 2- Estrutura quimica detalhada dos compostos sintéticos e naturais,

informacgdes detalhadas e fornecedores.

Compostos Nome estrutural

Estrutura molecular

Referencia

N-(3-carbamoilfenil)-1-
metil-6-ox0-2-[4-
(trifluorometil)fenil]piperidin
a-3-carboxamida

) 1-[4-metil-7-(4-metil-2-
.-_.T- A . . fenilpiperazin-1-il)sulfonil-
B S 3,4-di-hidro-2H-quinolin-1-
. illetanona

4-(2-Metilquinolin-8-
il)sulfonil-3-[4-
(trifluorometil)fenil]piperazi
n-2-ona

1-[[(1~{R})-2-[(5-
cloranilpiridin-2-il)metil]-1-
(4-clorofenil)-7-fluoranil-3-
oxidanilideno-5-(2-
oxidanilpropan- 2-il)isoindol-
1-ilJoximetil]ciclopropano-1-
carboxamida

Acetato de [2-Acetiloxi-4,5-
bis(fenilmetoxi)-6-
(tritiloximetil)oxan-3-il]

(20E)-17,21,23-
tricloropentaciclo[20.2.2.110
,14.115,19.02,7]octacosa-
1(24),2(7),3,5,10(28),11,13,1
5,17 ,19(27),20,22,25-
tridecaeno-5,13,16,24-tetrol

C21H20F3N303

C23H29N303S

C21H18F3N303S

C28H26CI2FN304

C43H4208

C28H19Cl1304

Enaminar

Enaminar

Enaminar

ChEMBL

Zinc20: Banco de dados TCM
em Taiwan

Zinc20: Banco de dados TCM
em Taiwan

Fonte: Do autor.

Distinguiu-se detalhadamente os compostos apresentados, todos os ligantes

foram nomeados segundo 0s seus respectivos codigos de identificacdo, dispostos em

ordem de acordo com a Tabela 1. As informa¢gfes dos compostos obtidas pela

plataforma SciFinder ndo resultaram efeitos como esperado, pois, nao foi possivel

encontrar nenhuma referéncia sobre os compostos, apenas sites de vendedores. Por
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nao possuir referéncias nem outras informacdes, pode-se indicar produtos inéditos na
area de quimioterapicos, abrangendo ainda mais a variacdo de compostos.

Entretanto, o composto sintetizado na molécula com codigo PDB, 7BIR,
anteriormente, ndo havia sido alvo de nenhum método cientifico como potencial
farmaco para neoplasias. Entretanto, obteve-se resultados benéficos quando
estudado e levado in vivo (Chessari et al., 2021). Evidenciando a grande relevancia
de estudos que visam a descoberta de compostos para potenciais farmacos.

Outro fato foram os compostos Nat034716 e Nat038026 que foram dados como
iguais pela plataforma Zinc20, sendo justificado que, quando ocorreu o docking dos
compostos, foram duplicados. A identificacdo ZINCO85947357 contém dois
compostos similares, que apresentam cédigos iguais, mas que possuem diferencas
estruturais. Por isso existem dois codigos diferentes nos resultados (Nat034716 e
Nat038026).

Das interacdes geradas dos compostos com a proteina foram analisadas pelo
programa LigPlot+ (Laskowski et al., 2011). Os parametros entre proteina-ligante, as
forgas de interagdes intermoleculares foram descritas de acordo com suas reagoes e
comparadas quanto ao controle. Como foi realizado o estudo de Agarwal e
colaboradores (2015).
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Figura 5 - Visualizacdo das interacdes intermoleculares entre a proteina cédigo PDB
7BIR e os ligantes sintéticos. S8o necessérias que todos 0s compostos
interagem-se com determinados componentes quimicos, isso estabelecera
a interacdo com a MDM2, assim como o controle.
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Fonte: Do autor.

Nesse processo de ancoragem molecular, foram classificadas interacfes
intermoleculares pelos ligantes com a proteina. Todos os resultados, foram
estabelecidos de acordo com a Tabela 1. O composto Sint038125 realiza quatro
interacOes de van der Waals, ligacdes de H ndo classicas, Pi-Cétion, Pi-Pi Stacked,
Alguila e Pi-Alquila. O composto Sint043781 realiza quatro interacbes de van der
Waals, ligagdo de H nédo classica, Pi-Cétion, Pi-Alquila, Alquila e Pi-Pi Stacked. O
composto Sint033402 realiza uma Unica ligagdo de Hidrogénio (H) classica com o
aminoacido GIn24; das outras interacdes realizadas séo, ligagdo de H nao classica,
Alguila, Pi-Alquila, Pi-Cation, Pi-Sigma e Pi-Pi Stacked. Os compostos sintéticos entédo
realizam importantes interagdes com a molécula de formas diversificadas, mostrando

as variadas interagdes intermoleculares que cada ligante pode realizar.
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Figura 6- Visualizacdo das interacfes intermoleculares entre a proteina codigo PDB
7BIR e os ligantes naturais. S80 necessarias que todos 0s compostos
interagem-se com determinados componentes quimicos, isso estabelecera
a interacdo com a MDM2, assim como o controle.
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Fonte: Do autor.

Dos compostos naturais, o ligante Nat026277 faz uma Unica ligacdo de H
classica com a GIn59, realiza ligacdo de H nao classica, cinco ligacdes de van der
Waals, Pi-Cétion, Alquila e Pi-Alquila. O composto Nat034716 realiza nove ligacdes
de van der Waals, ligacdo de H nao classica, Pi-Sigma, Alquila e Pi-Alquila. Por fim, o
composto Nat038026 realiza nove interacdes de van der Waals, ligacdo H nao
classica, Pi-sigma, Alquila e Pi-Alquila. Como o controle foi o melhor parametro
estabelecido, realizou-se uma ligacdo de H classica com GIn59, ligacdo de H nao
classica, Pi-Cation, Pi-Pi Stacked, Pi-Alquila, Alquila, Halogénio e Doador-doador.
Além disso, mostrou-se a semelhanca entre os compostos Nat034716 e Nat038026
foram evidentes quanto sdo enantidmeros.

Ademais, existem ligacOes estabelecidas para haver interagdo com a MDM2,
pelo contato direto via pontes de hidrogénio, com a presenca de trés sub bolsas de
residuos hidrofobicos da p53, exercendo o reconhecimento da Phel9, Trp23 e Leu26,
gue auxiliam nessa interface entre a p53 e MDM2. A caracterizagdo estrutural inicial

da interface de ligacdo p53-MDM2 revelou que o N-terminal do MDM2 possui uma
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bolsa hidrofébica profunda ocupada por cadeias laterais de trés residuos de
aminoacidos no dominio de transativacdo alfa-helicoidal de p53 (Chessari et al.,
2021).

Sendo que, “a bolsa Phe, faz interagdo de Van der
Waals com Val93 e formando uma interacdo
aromatica de ponta a ponta com Tyr67. O anel C3-
clorofenil ocupa o bolso Trp, como visto em muitas
outras estruturas inibidoras. A bolsa Leu é
preenchida pelo grupo 4-nitrobenzil que esta
envolvido em uma interacdo de empilhamento com
His96. A estrutura de isoindolinona oferece bons
vetores para explorar as bolsas canbnicas de
MDM2.” - Chessari et al, 2021.

Conforme observado nas figuras 5 e 6 sdo representadas as interacfes
intermoleculares. De acordo com os trés locais de ligacdo na sub bolsas da p53,
Phel9, Trp23 e Leu26, todos os compostos interagem com partes dela. Observado

gue as interacdes possivelmente foram eficientes na interacdo com a p53.

4.4 Resposta imunolégica

Como dito anteriormente, os compostos ligados a molécula com c6digo PDB,
7BIR, exerceram funcdo de interacdo com a p53 no lugar do regulador negativo
MDMZ2, isso fara que haja grande probabilidade de os compostos serem potenciais
farmacos antineoplasicos. Consequentemente, é previsto que a p53 exercera suas
funcdes, como também ative algumas vias imunoldgicas.

Por exemplo, a p53 do tipo selvagem, tem como funcdo a resisténcia
imunoldgica (Belyi; Levine. 2009; Levine, 2020), estudos por Levine (2020) apresenta
a proteina p53 como imunogénica em celulas neoplasicas, descreve que as células
TCD-4 Th2 seriam auxiliares que permitiriam a producédo de anticorpos especificos,
fazendo com que peptideos produzidos tenham atracdo para ligar-se em células T
classe 2 (HLA) e CD-4 (TCRs), auxiliando células B na producao de anticorpo IgG. Os
anticorpos nao necessariamente devem reconhecer a mutacdo, pois reconhecem

altas concentracdes de peptideos da p53 nas extremidades do C e N-terminais da
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proteina; justificando que o aumento dos niveis de qualquer proteina pode
desencadear uma resposta imunoldgica (Levine, 2020).

Conseguinte, quando ocorre a resposta na p53 no polimorfismo, observa-se a
promocgéo de receptores Toll-like (TLR), concedendo diferentes respostas ao estresse
por infeccdo ou genético, sucede-se que acontece o aumento da expressdo TLRS3.
Quando ocorre a mutacdo da p53, 0 gene TLR altera sua expressao, conferindo a
sensibilidade de TLR3, afetando a apoptose induzida e a resposta do interferon do
tipo 1 (Taura et al., 2010).

Além disso, mesmo que o NF-kB e a p53 geralmente possuem efeitos
contrarios, quando ocorre a sinalizacdo da resposta imune, o NF-kB € dependente de
p53 para regulacéo de alguns genes melhorando a resposta inflamatoria e tecidual a
sinais nocivos, resultando na inducdo pré-inflamatéria em macréfagos e mondcitos.
Entretanto, quando ocorre a mutacdo da p53 combinado com o NF-kB, podem
modificar o microambiente tumoral inflamatorio, consequentemente, ocorre a indugao
de células epiteliais e ndo-epiteliais na promocdo do gene promotor de canceres
(Lowe et al., 2014). Além disso, novas descobertas sugerem gue a superexpressao
de MDM2 sucede em resisténcia a quimioterapia convencional (Hou; Sun; Zhang,
2019). Sugerindo entdo, a importancia da proteina p53 na resposta imunoldgica,

quando n&ao ocorre sua mutagao.

4.5 Farmacocinética e farmacodinamica

Se faz necessario a previsdo das possiveis propriedades de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade. Os aspectos de drogabilidade pelas
regras de Lipinski e de lipofilicidade (Log P) e parametros farmacocinéticos, foram
efetuados através das plataformas SwissADME e ADMETIab. Dos dois softwares
utilizados, o primeiro foi o0 SwissSADME apresentando alguns pontos interessantes,
especificando a probabilidade de absorcéo gastrointestinal (AG) ou por barreira
hematoencefalica (BHE), denominado como BOILED EGG.

A figura 8, ilustra como € o Boiled egg, separado por clara (parte branca), alta
viabilidade dos compostos serem absorvidos pelo trato gastrointestinal; e gema (parte
amarela), alta viabilidade dos compostos permeando a barreira hematoencefélica

(BHE) acessando o sistema nervoso central.
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Figura 7- Representacdo do Boiled egg do primeiro composto sintético utilizado, ele
demonstra a provavel absorcdo que o medicamento tera, neste caso, sera
via gastrointestinal, devido que, na imagem o0 composto esta presente na
parte branca.

Recuperar dados: @

Fonte: Do autor.

No sistema apresentado, clara e gema ndo sao mutuamente exclusivas.
Porém, h4 uma parte cinza, onde ndo é possivel predizer qual a absorcao que o
medicamento terd. Ambas as partes irdo predizer através da ferramenta SwissADME,
o BOILED-Egg quais serdo as possiveis vias de absorcdo que cada farmaco tera
(Daina; Michielin; Zoete, 2017).

Dos resultados apresentados na figura 7, a maioria foram preditos como
compostos a serem provaveis de absorcéo via gastrointestinal devido sua presenca
na parte da clara. Somente os dois compostos naturais Nat034716 e Nat038026
tiveram resultados de provavel absorcédo pelo BHE, parte da gema. Com isto, foi
possivel presumir que 0S compostos tiveram absorcdo favoravel por estarem
presentes no BOILED-Egg e ndo na parte cinza. Além disso, todos os compostos
tiveram uma relacao positiva quanto a biodisponibilidade oral, sendo eficientes para o
uso pretendido.

Por muito tempo a via endovenosa era a unica forma utilizada em relacdo a

medicacgéo. Entretanto adventos aconteceram, métodos variaram-se para introducao
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dos agentes antineoplasicos orais (AAOs) (Borner et al, 2021). Isto fez com que
houvesse melhorias, como a menor utilizagdo de insumos hospitalares (leitos,
cateteres, internacdes, deslocamentos as clinicas), melhora na qualidade de vida
devido o tratamento ser feito boa parte em casa, com a permissdo meédica
promovendo aos pacientes o autocuidado e até mesmo a pratica de exercicios fisicos
(Tornio et al., 2018).

Dos parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e toxicidade
(ADMET) fornecidos pelo sistema ADMETLab 2.0, e complementada pela plataforma
SwissADME, avaliados através da solubilidade, farmacocinética, farmacodinamica e

a drogabilidade.

Quadro 1- Predicao dos aspectos da drogabilidades dos potenciais terapéuticos.

Ligantes Absorcéo | Distribuicdo | Metabolismo Excrecgéo Toxicologia Lipinski
CL: 1,237 Toxicidade AMES,
Sint038125 AG VD: IC: 0 ml/min/kg Carcinogenicidade. | Excelente
0,94L/kg T1/2: 0,087
IC: CYP2DS6, CL: 1,313 Toxicidade AMES,
Sint043781 AG VD: CYP3A4 ml/min/kg Carcinogenicidade. | Excelente
1,15L/kg T1/2: 0,191
IC: CYP2C9, CL: 1,622 Toxicidade AMES,
Sint033402 AG VD: CYP2D6, ml/min/kg Carcinogenicidade. | Excelente
0,56L/kg CYP3A4 T1/2: 0,066
IC: CYP2C9, CL: 0,825 Toxicidade AMES,
Controle AG VD: CYP3A4 ml/min/kg Carcinogenicidade. | Excelente
0,61L/kg T1/2: 0,401
IC: CYP2C9, CL: 1,243 Toxicidade AMES,
Nat026277 AG VD: CYP3A4 ml/min/kg Carcinogenicidade. | Excelente
0,16L/kg T1/2: 0,318
IC: CYP2C19, CL: 1,472 Ruim
Nat034716 BHC VD: CYP2C9 ml/min/kg - 2 Violacdes
0,43L/kg T1/2: 0,026
IC: CYP2C19, CL: 1,517 Ruim
Nat038026 BHC VD: CYP2C9 ml/min/kg - 2 Violagdes
0,56L/kg T1/2: 0,023

Fonte: Do autor.

Legenda: AG- Absorcdo intestinal humana. BHC: Barreira hematoencefalica. VD: Volume de

distribuicdo: adequado previsto 0,04-20L/kg. IC — Inibidor de enzimas do citocromo. CL:

Depuracdo de um medicamento: >15 ml/min/kg: depuragdo elevada; 5-15 ml/min/kg:

depuracdo moderada; <5: depuracao baixa. T1/2 Meia-vida de um medicamento: 0-0,3:

excelente; 0,3-0,7: médio; 0,7-1,0 ruim. Toxicidade AMES: Teste de Ames para

mutagenicidade. Carcinogenicidade: teste para cancerigenos. Lipinski: Peso molecular

<500; logP <5; aceptores de hidrogénio <10; doadores de hidrogénio <5.
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Os parametros do programa ADMETLab 2.0, foi atualizado em 2021. E foi
utilizado devido sua grande importancia e impacto, sendo citado cerca de 1277 (Xiong
et al., 2021) mediante o google académico. Devido sua forma mais atualizada, €
utilizado no desenvolvimento de predicdo e propriedades ADMET relacionadas a
medicamentos, através da farmacocinética e a regra de Lipinski (Bitew et al., 2021;
Bakchi et al., 2022; Jha et al.,, 2022). Assim como o0 modelo complementar,
SwissADME, com cerca de 10465 citacbes (Daina; Michielin; Zoete, 2017). Por isso
foram dispostos neste trabalho.

E possivel observar que no quadro 1, que todos 0os compostos se tiveram a
ADMET adequada, de acordo com os célculos e parametros das ferramentas
utilizadas, tiveram uma predicdo da provavel para absorcdo intestinal (AG).
Averiguando o que foi informado pelo pelo figura 7, BOILED-Egg.

O Vd €& um parametro calculado ou estimado a partir das concentracfes
plasmaticas ao longo do tempo (Golan et al., 2014). Ele é definido como o volume
necessario que relaciona a dose administrada/contida de farmaco ingerida/presente
no sangue ou no plasma (Brunton et al., 2012). Na distribuicdo dos compostos, o Vd
dado pelo sistema é considerado 6timo na faixa de 0,04 a 20 L/kg, ruins quando <0,04
ou >20L/Kg. Com média de 0,63L/kg, os compostos, de acordo com o sistema, foram
estimados como 6timos. Entretanto, compreende-se que o Vd é um volume
imaginario, um parametro bem estabelecido da farmacologia/farmacocinética que
reflete a extensdo do farmaco presente nos tecidos. Além disso, ocorrem variadas
alteracdes no Vd de um medicamento, devido que, para cada farmaco é unico,
variando de acordo com a populacdo estudada (Brunton et al., 2012; Golan et al.,
2014). Como exemplo, a composicao corporal, € uma das caracteristicas afetada em
pacientes com cancer, como a caquexia (Van Den Anker et al., 2018). Esta condi¢ao
€ um distarbio definido pela perda de peso corporal que provoca alteracdes
catabolicas no musculo esquelético, muscular e no tecido adiposo (Baba; Buch, 2021).
Fazendo com que o Vd seja diferente em relagdo a uma pessoa sem essa condicéo.

O metabolismo é mediado pela familia de enzimas citocromo CYP450 que séo
passiveis de inibicdo ou ativacao por outros medicamentos. Estas podem ainda sofrer
polimorfismo e enquadrar o individuo em metabolizador lento ou rapido. Como os
pacientes oncologicos normalmente fazem o uso de uma gama de medicamentos, a

polifarmécia contribui para o quadro de insuficiéncia e déficit metabdlica derivada do
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préprio cancer, no metabolismo do individuo (Vyskocilova et al., 2017; Fuchs;
Wannmacher, 2017).

De acordo com a metabolizacdo, somente o primeiro composto sintético néo teve
inibidor de enzimas do citocromo P450 (CYP450). Sendo isoenzimas envolvidas na
metabolizacdo de um farmaco, onde moléculas inativas sdo transformadas em suas
formas ativas apds metabolizacéo pela via CYP (Golan et al., 2014). Entretanto, todos
0s outros fizeram esta inibicdo das enzimas na tabela 2, consequentemente ha uma
maior aptiddo de se tornarem toxicos, ocorrer a diminuicdo da atividade de enzimas
metabdlicas, ao aumento da concentracao plasméatica e da meia-vida de eliminacao,
impedindo que o clearence (nhome genérico da depuracdo medicamentosa) atua de
forma adequada prejudicando o efeito terapéutico (Zhao et al. 2021).

Em seguida a excrecao, depuracdo de um medicamento ou clearence, foi dado
como baixa pela plataforma. Isso indica que o medicamento permanecera no
organismo por um tempo prolongado do que o “normal”. A excreg¢ao € quantificada
pelo parametro depuracéo ou clearence renal, representada pela medida da eficiéncia
que o organismo tem em eliminar um farmaco pela circulacdo sistémica (Brunton et
al., 2012). Ja a meia-vida de eliminacao foi prevista como excelente segundo o0s
parametros do sistema, pois mostraram-se > 0,3. Subjetivamente, a meia-vida de um
farmaco é dada como o tempo necessério para reduzir sua concentragdo no plasma
em 50% (Brunton et al., 2012; Golan, et al., 2014). Vale ressaltar que nenhum nivel é
fixo e se aplica a todos os individuos, devido a alta variabilidade de cada paciente.
Isso faz com que sejam desenvolvidas estratégias individualizadas da farmacologia
do medicamento para individuo e suas adversidades (Hermans; Dolan, 2020; Ragni,
2021).

Com excecdo dos compostos Nat034716 e Nat038026, o restante teve
probabilidade de toxicidade para AMES e/ou Carcinogenicidade que foi de grande
importancia para observar a necessidade do desenvolvimento de novos compostos,
visto que, sdo probabilidades de ocorrerem em um individuo saudavel.

A toxicidade de antineoplasicos podem ser referidas em diferentes tipos:
cardiotoxicidade, disfungéo reprodutiva, toxicidade gastrointestinal, toxicidade nos rins
e na bexiga; toxicidade pulmonar, reacOes alérgicas, hepatotoxicidade,
neurotoxicidade, anafilaxia, toxicidade dermatologica, alteragdes metabdlicas (Fuchs;

Wannmacher, 2017). Agentes quimioterapicos a base de taxanos (paclitaxel), platina
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(carboplatina e cisplatina), ifosfamida, vinorelbina, topotecano, gencitabina e
anticorpos monoclonais (bevacizumabe), embora utilizados frequentemente pela sua
eficacia, esses agentes possuem efeitos adversos que podem comprometer o
tratamento e a qualidade de vida dos pacientes (Serrano-Olivera; Cortés-Esteban;
Poitevin-Chacénc, 2014). Do mesmo modo, quando ocorre a administracdo
medicamentosa em alguns pacientes com cancer, 0s quais podem ser submetidos a
terapias com a insercédo de adjuvante (s) para regulacdo de algumas reacdes, como
insbnia, ansiedade, depresséo, dores, nauseas, vomitos, entre outros (INCA 2001).
Como por exemplo o Tramadol (Subedi et al., 2019).

De acordo com a regra de Lipinski et al (2001), o peso molecular ndo pode
ultrapassar 500g mol-1, o LogP deve ser < 5, os aceptores de hidrogénio devem ser
<10 e o numero de doadores de hidrogénio deve ser < 5. Somente 0S compostos
Nat034716 e Nat038026 tiveram o descumprimento deste parametro, sendo que
ambos tiveram peso molecular >500g mol-1 e tiveram LogP superior a 5. Entretanto,
aos outros compostos a analise foi promissora cumprindo os critérios da drogabilidade
por Lipinski e colaboradores (2001).

Por fim, foi utilizado a técnica do bioisosterismo, pelo software Xundrug (Shan;
Ji, 2020) aplicada como estratégia para otimizar os parametros farmacocinéticos e
diminuir os efeitos adversos. Entretanto, na realizacéo dos bioisésteros, os compostos
naturais nao foram satisfatorios, pois ndo obtiveram nenhum efeito adverso alterado,
permanecendo similares. Entretanto, os biois6steros dos compostos sintéticos
surtiram efeitos desejados quando foram criadas novas moléculas a partir da

substituicdo de fragmentos.
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Figura 8- Bioisosterismo nas regides selecionadas de acordo com a tabela 1, dos
compostos sintéticos e seus respectivos smiles obtidos pelo programa
Xundrug, resultando em novos potenciais farmacos.
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J[C]C1=0

Composto Sinf043781:
[CI[CIT[CIICINIC([C])=0) c2[c]e(S(=O)(
=0O)N3[C][CIN([C]}[C][C]3[n+]3cen(C)c
3)[c]lc]lc21

Composto Sint033402:

[Clel [e]le]e2[e][e][c]e(S(=0)(=O)N3
[C][CINC(=0)[C]3c3enc|-
c4cces4)[nH]3)c2n1

Fonte: Do autor.

Foram demonstrados 0s novos compostos sintéticos obtidos através da
plataforma Xundrug pelo sistema MolOpt. Apds os resultados, foi utilizado novamente
as plataformas SwissADME e ADMETLab para observar qudo satisfatério os
compostos 1 Sint038125, composto 2 Sint043781 e composto 3 Sint033402
apresentaram. Das modificagbes que houveram nos parametros ADMET, a
distribuicdo dos Vds aumentou com uma média de 0,30L/kg, entretanto, 0s
parametros continuam bons. Seguidamente, a metabolizacdo e a toxicidade, que
foram satisfatorios, devido que os compostos 1 e 2 nédo tiveram inibicdo em nenhuma
das enzimas do citocromo e foram desfavoraveis para Toxicidade AMES, o que nao
ocorreu no composto 3, sendo positivo para inibicdo CYP2C19 e CYP3A4; e positivo
para Toxicidade AMES.

Devido aos resultados dos compostos sintéticos, foi observado que conforme
critérios de farmacocinética apds o bioisosterismo, revelou-se gque os compostos
sintéticos Sint038125, Sint043781 e Sint033402 poderdo ser potenciais farmacos
anticancerigenos. Cabiveis para serem estudos in vivo, a serem averiguados de forma

mais precisa.
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5 CONCLUSAO

O Cancer é uma das principais doencas acometidas no mundo todo, no Brasil,
0s mais frequentes sdo o cancer de mama, coélon e reto, pulmao, prostata, colo do
Utero, cavidade oral e estbmago. A p53 esta presente em cerca de 50% dos canceres
no mundo. Suas fungdes séo condicionadas a deteccéo, eliminacdo ou silenciamento
do DNA repetitivo, respondendo a estressores, doengas infecciosas, exercendo
resisténcia inata. A p53 esta entre as proteinas mais importantes na inducédo da morte
celular, supervisdo do ciclo celular e supressdo de células cancerigenas. O método
para tratar os demais canceres através da reativacao das funcées p53 foi utilizado no
presente trabalho.

Para isso, foi proposto a inibicdo da interacdo com seu regulador negativo
MDM2. Os resultados mostraram-se satisfatorios neste estudo. Todos os seis
compostos apresentaram possivel probabilidade quanto a utilizacdo da na proteina
com codigo PDB, 7BIR para interagir e neutralizar a interagdo com a p53. Porém os
compostos naturais apresentam desvantagem devido serem compostos grandes em
relacdo aos sintéticos e ndo apresentarem modificagcbes bioisostericas, para
melhorias na farmacocinética.

Aliando-se aos parametros de farmacocinética e bioisosterismo no qual os
resultados mostraram-se que 0s trés compostos sintéticos, Sint038125, Sint043781 e
Sint033402; foram oportunos, podendo ser provaveis potenciais alvos a serem

levados in vitro como antineoplasicos.
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