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RESUMO

O desenho racional de firmacos tem sido largamente utilizado para o desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes no tratamento de diversas doengas, inclusive o céancer. Este
termo € utilizado para o conjunto de doencgas ocasionadas pelo crescimento desordenado de
células, que invadem tecidos e 6rgdos do proprio organismo, podendo se espalhar por todo o
corpo, processo denominado metéstase. Entre as diversas pesquisas direcionadas a formacao
de novas drogas para o tratamento de tumores estd a terapia alvo molecular que se baseia na
utilizacdo de farmacos que inativam uma determinada proteina de uma célula cancerigena. A
Biologia Molecular identificou vérias proteinas relacionadas com o cancer, dentre estas estdo
a midkina (MK) e a glutationa S-transferase da classe Pi (GSTP1), associadas a capacidade de
multiplicacdo e a resisténcia dos tumores, respectivamente. O desenvolvimento de um
inibidor que apresente especificidade tanto para a MK quanto para a GSTP1 possibilitard um
tratamento sem prejuizos as células normais e uma melhor qualidade de vida aos pacientes
cancerosos. O presente trabalho objetivou projetar uma molécula capaz de inibir as atividades
bioldgicas da MK e da GST na referida patologia. Utilizando como recursos o site de busca
Protein Data Banc (PDB) para a obten¢do das estruturas tridimensionais estudadas, o Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) para alinhamento e andlise das sequéncias protéicas,
o software Hex 8.0 para a realizagdo dos testes de docking molecular e o WinCoot 0.7.1 para
a identificacdo das interagdes intermoleculares hidrofébicas e de hidrogénio analisadas nos
complexos gerados. Para o desenvolvimento da molécula foram utilizados como modelo os
inibidores 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol (NBDHEX) e o 5-propiltio-1H-
benzimidazol-2-il) carbamato (albendazol). O inibidor desenvolvido (RBT15) foi projetado
através de estruturas previamente depositadas no PDB e recortadas para atenderem as
caracteristicas topoldgicas dos receptores. Os testes analisados evidenciaram que o ligante
RBT15 € energeticamente mais favordvel e demonstrou interagdo com um maior nimero de
residuos de interesse que os outros dois inibidores analisados. Os dados sugerem que a
estrutura desenvolvida pode vir a ser um potencial inibidor das proteinas MK e GSTPI1.
Sendo, por esse motivo, uma promissora molécula para o desenvolvimento de farmacos mais
eficientes e menos invasivos para o tratamento de cancer.

Palavras- chave: Inibidor. Cancer. Midkina. GSTP1.



ABSTRACT

The rational design of drugs has been widely used for drug development more effective in the
treatment of various diseases, including cancer. This term used and hair diseases caused set
cluttered cell growth, tissues and organs to invade que own body and can spread throughout
the body, process called metastasis. Between how several research aimed at new training
drugs for tumor treatment is molecular target therapy, which is  based on the use of drugs
that inactivate a particular cancer cell protein. Molecular biology has identified several
proteins related to cancer, among these are Midkina (MK) and Glutathione S-Transferase Pi
class (GSTP1), associated with the multiplication capacity and resistance of tumors,
respectively. The development of a specific inhibitor that present both for GSTP1 and MK as
to enable a free damage to normal cells treatment and better quality of life for cancer patients.
This study aimed to design a molecule capable of inhibiting the biological activity of MK and
GST in that condition. Using resources like search website Protein Data Bank (PDB) for
obtaining the studied three-dimensional structures, the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) for alignment and analysis of protein sequences, the Hex 8.0 software for the
realization of molecular docking test and WinCoot 0.7.1 to identify the hydrophobic
intermolecular interactions and hydrogen generated in the analyzed complexes. For the
development of the molecule were used as the template inhibitors 6-(7-nitro-2, 1, 3-
benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol (NBDHEX) and 5-propylthio-1H-benzimidazol-2-yl)
carbamate (Albendazol). The developed inhibitor (RBT15) was designed using previously
deposited in PDB structures and trimmed to meet the topological characteristics of the
receivers. The tests showed that the analyzed RBT15 binder is energetically more favorable
and demonstrated interaction with a larger number of residues of interest than the other two
analyzed inhibitors. The data suggest that the developed structure might be a potential
inhibitor of GSTP1 and MK proteins. Since, therefore, a promising molecule for the
development of more efficient and less invasive drugs for the treatment of cancer.

Keywords: Inhibitor. Cancer. Midkine. GSTP1.
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APRESENTACAO

O desenho de farmacos € uma técnica empregada de forma crescente no
desenvolvimento de novas drogas mais eficazes nos tratamentos de diversas doencgas aos
quais se destinam, como Doenga de Parkinson, Doenga de Alzheimer e os diferentes tipos de

cancer.

Através da utilizagdo de técnicas computacionais, € possivel prever a interacao entre
moléculas e definir a estrutura a ser estudada experimentalmente, reduzindo gastos e
otimizando o tempo desses estudos. O que é imprescindivel no tratamento de doencgas graves

como as j4 citadas.

Através da utilizacdo de banco de dados disponiveis na internet e de programas de
computacgdo especificos, pretendemos desenvolver computacionalmente uma molécula eficaz
na inibi¢do de duas proteinas relacionadas com o desenvolvimento e a resisténcia de células
cancerosas, a midkina (MDK) e a glutationa S-transferase, respectivamente. O crescente

nimero de diagndsticos e seus dificeis tratamentos foram motivadores para essa busca.

A estrutura da molécula desenvolvida nesta pesquisa, o RBT15, encontra-se protegida
por motivo de sigilo de patente. O que se faz necessario diante da sua relevancia para a

ciéncia.

Objetivamos que a estrutura projetada venha a ser uma estratégia mais eficaz no
combate ao cancer favorecendo a um tratamento mais especifico das células tumorais
malignas e, consequentemente, a uma melhor qualidade de vida aos pacientes submetidos a
terapéutica dessa doenca. Sendo, pois, seu desenvolvimento uma conquista de maior

importancia para a sociedade e motivo de orgulho para seus autores.
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1 INTRODUCAO

A modelagem molecular é uma ferramenta do planejamento racional de drogas que
consiste na geracdo, manipulacdo, andlise e representacdo realista de estruturas moleculares
obtidas a partir de cdlculos computacionais de propriedades fisico-quimicas (SILVA, 2003).
Utilizando técnicas de modelagem molecular € possivel analisar, manipular sequéncias e
predizer estruturas tridimensionais de moléculas, bem como realizar estudos em
macromoléculas (proteinas) e complexos. De acordo com a Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), o referido planejamento envolve a invencdo, a descoberta, o
desenho, a identificacdo e a preparacdo de farmacos, além do estudo e da interpretacdo de seu
modelo de acdo em termos moleculares.

A utilizagdo de ferramentas computacionais tem se tornado, cada vez mais
empregada no desenvolvimento de novos farmacos. A disponibilidade de programas
computacionais e de bancos de dados disponiveis na internet sdo, atualmente, importantes
recursos para a descoberta e planejamento de novos farmacos, bem como importantes aliados
no entendimento do mecanismo de acdo de proteinas. Atualmente, o planejamento racional de
medicamentos baseado na estrutura e no mecanismo de agdo € a estratégia mais eficiente no
desenvolvimento de novas drogas, contribuindo em todas as etapas da produgdo (SILVA,
2008).

As informacdes obtidas através do uso de softwares certificam a defini¢do de
determinadas estruturas a serem utilizadas experimentalmente, tornando mais ripida a andlise
e compreensdo dos mecanismos envolvidos na atividade bioldgica verificada, otimizando e
reduzindo os gastos das pesquisas a serem desenvolvidas.

O entendimento sobre as interagdes intermoleculares € fundamental para estabelecer
o mecanismo funcional de uma determinada molécula. A partir do instante em que se conhece
a localizacdao dos sitios ativos ou de ligacdo presentes em uma determinada proteina &
possivel, por exemplo, utilizar ferramentas computacionais com a finalidade de desenvolver
uma molécula capaz de inibir a atividade do polipeptidio estudado. O desenho racional de
drogas tem sido largamente utilizado para o desenvolvimento de novos firmacos mais
eficazes no tratamento de diversas enfermidades como Doenca de Alzheimer, Doenca de
Parkison e cancer.

O termo cancer € utilizado para o grupo de doencas causadas pelo crescimento
descontrolado de células que invadem tecidos e 6rgdos do proprio organismo, podendo se

espalhar por todo o corpo, processo denominado de metéastase. A multiplicagdo celular
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exagerada acarreta em um desenvolvimento de tumores malignos, também chamados de
neoplasias malignas.

Segundo relatério da Organizacdo Mundial da Sadde e a Agéncia Internacional para
a Pesquisa sobre o Cancer, em 2012 foram diagnosticados 12 milhdes de novos casos e esse
nimero deve chegar a 22 milhdes nas proximas duas décadas. Este documento mostra que
mais de 70% dos casos e das mortes que acontecem em todo o mundo ocorrem na Africa,
Asia, América Central e América do Sul.

O diagnéstico precoce e tratamento eficaz sdo fundamentais no tratamento de
neoplasias malignas. Novas tecnologias t€ém sido desenvolvidas para aumentar a expectativa
bem como a qualidade de vida das pessoas afetadas pelos tumores malignos. A cirurgia,
radioterapia e quimioterapia sdo os tipos de tratamento mais empregados no controle das
células cancerosas.

A radioterapia € uma técnica que emprega o uso da alta energia dos raios X para
destruir as células malignas, limitando os danos as células normais. Entre os efeitos colaterais
provocados estdo: a queimadura da pele, que € a mais comum, fadiga, desconforto e queda
tempordria na produgdo de elementos do sangue (SILVA, 2014).

A quimioterapia envolve a utilizagdo de substincias citotoxicas, administradas
principalmente por via sistémica (endovenosa). Entre os efeitos provocados por esse
tratamento estdo: indu¢do de nduseas e vOmitos, lesdo do esofago, fraturas, ma nutrigdo,
toxicidades renal, pulmonar e cardiaca (SAWADA, 2009).

As pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novas drogas para o tratamento de
tumores malignos visam garantir uma vida mais longa e de melhor qualidade aos pacientes.
Entre as terapias promissoras estd a de alvos moleculares que se baseiam na utilizacdo de
farmacos que inativem uma determinada proteina da célula cancerosa. No Brasil, a maioria
dessas drogas ainda aguardam aprovacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA). Desde que se tenha identificado o alvo molecular, essa terapia pode ser utilizada

para qualquer tipo de cancer.

O estudo da biologia molecular possibilitou a identificacdo de vérias proteinas
relacionadas com a capacidade de multiplicagdo e resisténcia das células tumorais. Dentre

estas, estdo: a midkina e a glutationa S-transferase.

A midkina (MDK) é uma proteina de 13-kDa, rica em aminodcidos bdsicos e
cisteina, sendo estruturalmente formada por dois dominios formados por trés fitas 3

antiparalelas (Figura 1). A MDK € amplamente expressa durante a gestagdo para estimular a



14

multiplicagdo das células embriondrias, apds a vida intrauterina a sua expressao € limitada ou
inexistente. Porém, durante o desenvolvimento de vdrios tipos de carcinomas a sua expressao
¢ aumentada o que permite o crescimento das células cancerosas e a progressao do tumor para
metastase. A MDK € um fator de crescimento com especificidade de ligacdo a heparina,
sendo altamente expressa em muitos tumores malignos, incluindo o pulmio, esbéfago,

estdmago, cllon, hepatocelular, mama, renal e carcinoma pancredtico (HAO et al., 2013).

Figura 1: A organizacdo do dominio de midkina (MDK) e a estrutura tridimensional dos
dominios. Dois sitios de ligagdo da heparina no C-dominio estdo circulados. (Muramatsu, T.,
2002)

Cys104]

Clusterd

Cys94
Cys62™"
N-domain C-domain

A referida proteina € expresse pelo gene de locus 11pl11.2/ 6 exons que tem sido
apontado como um agente terapéutico para diversidade de distirbios (NCBI). A expressdo da
midkina ocorre frequentemente nos tumores malignos independente do tecido afetado. A alta
expressao da MDK e a correlagdo significativa da maior expressio da MDK com o
prognéstico do cancer fazem da mesma uma molécula alvo no estudo molecular do cancer,

podendo estar envolvida em novas terapias de carcinomas (KADOMATSU, 2005).
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A glutationa s-transferase (GST) € uma enzima que desempenha importante fungao
no mecanismo de detoxicacdo do organismo humano, funcdo esta que confere resisténcia as
células cancerosas favorecendo a multiplicacio das mesmas e dificultando a acdo dos

medicamentos quimioterdpicos utilizados para o tratamento de pacientes com cancer.

As GSTs constituem uma superfamilia de enzimas com diversificada funcdes. Estas
enzimas sdo conhecidas por diminuir a atividade farmacoldgica de uma vasta gama de drogas
estruturalmente relacionadas através da sua conjugacdo com glutationa (GSH) (FEDERICI et
al.,2009). As variadas classes sdo expressas diferentemente no organismo humano, sendo a
GSTP1 a de maior desempenho na resisténcia das células cancerigenas as drogas
quimioterdpicas. Esta classe € expressa por gene de locus 11q13.2/7 exons (NCBI). A GSTP1
€ hiper expressa em tecido de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco humano, como
também, em muitos outros tipos de cancer, incluindo tumores do cérebro, da mama, do
ovério, do esdfago, estbmago, pancreas, colon, pele, rim, pulmio, ductos biliares, bexiga e

sistemas hematopoiéticos e linfatico (MUTALLIP et al.,2011).

O sitio ativo de uma GST € composto por dois subsitios, o local de ligacdo da
glutationa (o sitio G) e o local de ligagdo ao substrato hidrofébico (sitio H) onde o eletréfilo

estd ligado (MANNERVIK, apud JOHANSSON, 2010) (Figura 2).
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Figura 2: Estrutura tridimensional das glutationas S-transferases. Esquema mostra
extremidades C terminal (C-term), N-terminal (N-term) e o sitio de ligagdo (GST biding).

(Disponivel em http://genomebiology.com).

O desenvolvimento de um inibidor que apresente especificidade tanto para a MDK
quanto para a GST possibilitard um tratamento especifico das células do cancer, sem prejuizo
para as células normais, o que acarretard em um tratamento mais eficiente e que forne¢a uma
melhor qualidade de vida aos pacientes. O presente trabalho teve como objetivo geral
desenvolver uma molécula capaz de inibir a acdo das proteinas midkina e glutationa s-
transferase, impedindo a atividade dessas moléculas, respectivamente, na capacidade de

multiplicacdo e na resisténcia das células cancerigenas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Modelagem Molecular

A Biologia Estrutural surgiu em Cambridge na Inglaterra, nos anos 1950, quando foi
desvendada a estrutura da dupla hélice do DNA. Também foram resolvidas, pouco tempo
depois, as primeiras estruturas tridimensionais de proteinas a partir da cristalizacdo das
mesmas, sendo elas a mioglobina (KENDREW, 1958) e a hemoglobina (PERUTZ, 1960). A
partir dai, o nimero de estruturas disponibilizadas somente aumentou, contribuindo para
melhorar o conhecimento acerca das relagdes intrinsecas entre sequéncias, estruturas e
funcdes de proteinas (BERMAN, 2012). Desde 1971, os dados tridimensionais de proteinas e
acidos nucléicos vém sendo depositados no PDB (do inglés, Protein Data Bank) (BERMAN,
2008). Atualmente, mais de 100.000 estruturas, desvendadas por cristalografia de Raios X,
espectrometria de RNM (Ressondncia Magnética Nuclear), microscopia eletronica 3D e
métodos hibridos, foram depositadas nesse banco de dados (BERMAN, 2012).

Apesar de todos os avangos feitos na Biologia Estrutural nos dltimos anos, ha poucos
métodos capazes de caracterizar completamente a estrutura tridimensional de uma molécula,
desvendando as distincias e angulos de sua conformagdo (BARREIRO & RODRIGUES,
1997). A técnica de cristalografia de Raios X ainda € a mais usada e mais eficiente para
obtencdo de todos os dados necessdrios nesse processo (ABRAHAM, 1989), mas ainda assim
ndo hd garantia de que a conformagdo no estado cristalino seja a mesma que a molécula
apresenta em soluc@o, um exemplo € a lectina de Dolichus biflorus (DBS58), que se apresenta
como um dimero tipo X1 em solugdo e um tetramero tipo II + X1 na estrutura cristalina
(BUTS, 2001). Além disso, algumas moléculas nao possuem uma estabilidade estrutural a
ponto de se arranjar organizadamente para formar cristais, que sdo ordenacdes perfeitas e
infinitas de unidades assimétricas que se arranjam em simetrias definidas (DUCRUIX &
GIEGE, 1992), como é o caso da lectina de Bauhinia variegata (BVL-I), que apesar de j4 ter
sido parcialmente caracterizada (PINTO, 2008), ndo tem estrutura tridimensional determinada
por ser intensamente glicosilada, dificultando sua cristalizagdo (MOREIRA & PINTO, 2010).
Surgiu, entdo, a modelagem da estrutura molecular por métodos computacionais, como
alternativa para resolucdo desses problemas.

A modelagem molecular constitui-se de uma ferramenta do planejamento racional
que envolve a compreensdo a nivel molecular da interacdo existente entre uma molécula e o
seu receptor, sob os aspectos quali e quantitativos. Ela também fornece suportes para prever a

eficdcia de estruturas candidatas a compostos bioativos (SCOTTI, 2007). O planejamento
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racional de farmacos baseado em estrutura € a estratégia mais utilizada e de menor custo para
o desenvolvimento de novos farmacos. Esta metodologia se baseia na inibi¢ao ou estimulagdo
de atividades bioldgicas de macromoléculas, proteinas ou 4cidos nucléicos, associadas a
diversas doencas (ALMEIDA, 2011).

Muitas vezes o planejamento de farmacos tem como base um alvo molecular em que
as moléculas devem interagir de forma apropriada para modular a sua atividade com fungao

terapéutica (STEVANATTO, 2008).

2.2 Cancer

Cancer € o conjunto de doengas caracterizado por crescimento celular descontrolado
ou inadequado e estd fortemente associado a defeito nas proteinas transmissoras de sinais
(BERG, 2010). E a principal causa de morte nos paises economicamente desenvolvidos e a
segunda principal causa de morte em paises em desenvolvimento. A sua incidéncia esta
aumentando nos paises economicamente em desenvolvimento, como resultado de crescimento
e envelhecimento da populagdo, bem como, cada vez mais, da adocdo de estilos de vida
associados ao cancer, incluindo tabagismo, sedentarismo e dietas “ocidentalizadas" (JEMAL,
2011).

A multiplicacdo das células cancerosas € diferente da multiplicacdo das células
normais, pois ao invés de sofrerem apoptose como ocorre normalmente, as células neoplasicas
malignas continuam a se multiplicar e apresentam capacidade de invadir tecidos corporais
préximos ou distantes, processo denominado metéstase (RENK, 2013).

A angiogénese, processo de formacao de vasos sanguineos, permite o crescimento
tumoral, invasdo e metdstases. Sem a vascularizacao os tumores nao ultrapassam 1-2 mm de
diametro ou de espessura (CAPELOZZI, 2009).

De acordo com o avanco do conhecimento sobre o cancer, diversos tipos de
tratamentos foram desenvolvidos, os trés principais indicados para esta doenga sdo: cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. Sendo este ultimo o de maior enfoque de pesquisas nas ultimas
quatro décadas (FONTES, 2014).

As células cancerosas apresentam capacidade de se disseminarem na circulacdo
sanguinea, por esse motivo, avangos tecnoldgicos possibilitam a deteccdo dessas células
tumorais circulantes (CTCs). As CTCs sdo estruturas dos tumores primdrios a caminho dos
sitios de disseminagdo e, portanto, representam “intermediarios metastaticos”

(VALASTYAN, 2011).
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Processos carcinogénicos exigem uma sequéncia de eventos moleculares, incluindo a
mutagdo génica, como o ras € o pS3, e a hiper expressdo de fatores de crescimento € 0s seus
receptores. Por isso, é importante detectar a expressdo de genes de interesse no inicio da
carcinogénese para determinar a sua significancia bioldgica (KADOMATSU, 2014).

Uma vez que o cancer pode ser causado por mutagdes no DNA, pode ser detectado
por testes sensiveis a referida molécula. Apesar de alguns resultados promissores sugerirem
que é possivel detectar DNA alterado através de fluidos corporais para diagnostico precoce,
como as proteinas estdo mais intimamente ligadas a fisiologia do tumor devem fornecer
informagdes mais precisas que o dcido nucléico citado (COSTA, 2011).

A utilizagdo de marcadores moleculares favorece, além do aumento da sobrevida, a
utilizacdo de tratamentos associados a menor morbidade (COLOMBO, 2009). As pesquisas
recentes demonstraram marcadores moleculares que podem ser usados com marcadores
morfoldgicos e histopatoldgicos presentes nos tumores garantindo uma avaliacdo mais precisa
no prognostico. A expressdo de proteinas antioxidantes pelas células tumorais tem sido
avaliada como um fator prognodstico (JARDIM, 2011).

As caracteristicas clinicas e moleculares de tumores podem ajudar no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e menos toxicas (LEONEL, 2012).
A descoberta de novos de alvos moleculares especificos que controlam as atividades das
células tumorais representa uma ferramenta fundamental na busca por novos tratamentos que
tenham atividade inibitéria das caracteristicas do cancer (DEVES, 2013). A identificacdo de
vias envolvidas na transducdo de sinais desencadeados pela ativacdo de receptores por seus
ligantes nas células tumorais tornou possivel a descoberta e posterior validacdo de alvos
terapéuticos do cancer, fazendo desenvolver a terapia alvo que € relacionada em direcdo aos
ligantes, aos receptores e as moléculas envolvidas nas vias de sinalizacdo celular (LEITE,
2012).

O grande desafio para a terapia anticancerigena é a especificidade da célula ou
tecido, ou seja, fazer com que o medicamento atinja especificamente as células cancerigenas o

que acarreta em menos danos aos pacientes (LAJUS, 2010).

2.3 Novos farmacos para o tratamento de tumores

O tratamento das neoplasias, nas dltimas décadas, teve grande avango no campo da

cirurgia, da radioterapia, no surgimento de novos quimioterdpicos citotoxicos e na terapia
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alvo (incluindo anticorpos monoclonais, inibidores de tirosina quinase e inibidores da

angiogénese (SANTOS, 2013).

Atualmente os farmacos com platina, como cisplatina, carboplatina e oxaliplatina,
estdo entre os medicamentos anticancerigenos de maior sucesso. Estas drogas agem
impedindo os mecanismos de sintese e reparo do DNA, causando a morte celular. Porém, os
efeitos adversos provocados pelo tratamento e o desenvolvimento de resisténcia das células
cancerigenas aos medicamentos tém restringido suas aplicagcdes (ALMEIDA, 2014). A
toxicidade da cisplatina € determinada pelo tecido alvo e actiimulo nas células. Esse aumento
interfere no funcionamento de diversas organelas, tais como: mitocOndrias, lisossomos,

ntcleo e membrana citoplasmadtica causando inflamagdes e morte celular (PERES, 2013).

Os complexos metdlicos que contenham moléculas com atividade bioldgica t€m
despertado interesse de muitos pesquisadores, pois a complexacdo pode potencializar a

atividade bioldgica e diminuir os efeitos colaterais (OLIVEIRA, 2013).

Com o desenvolvimento da biologia molecular a pesquisa para a descoberta de novos
farmacos para o tratamento do cincer se voltou para o tratamento alvo. O futuro para novas
terapias de tumores reside em predizer respostas e selecionar agentes alvo (TAKAGAKI,

2005).

Os estudos laboratoriais identificaram alvos celulares potenciais que poderiam em
tese melhorar o tratamento do cancer. Muitas drogas vém sendo desenhadas especificamente
para se ligarem a alvos previamente definidos (terapia-alvo) (SANTOS, 2014). Reduzindo as

atividades sobre as células sauddveis e, consequentemente, reduzindo os efeitos colaterais.

Desde a descoberta do cddigo genético humano, como também de outros
organismos, e do desenvolvimento de novos estudos, entre eles: genoma, proteoma,
metaboloma, discute-se cada vez mais a aplicacdo de ferramentas da biologia molecular na
quimica de produtos naturais, onde o escopo principal pode ser peptideos e proteinas. Os
peptideos destacam-se como promissores na busca de novos fiarmacos. Um ndmero
considerdvel de peptideos estdo sendo pesquisados objetivando serem inibidores de proteases,

imunossupressores, antimicrobianos e anticancerigenos (PICCHI, et al., 2009).
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2.4 Midkina

A midkina (MDK) € um fator de crescimento de ligacdo a heparina multifuncional
cujos principais papéis bioldgicos podem ser classificados em trés dreas: sistema nervoso,
cancer e inflamagdes (KOSUGI, et al. 2012). Esta proteina promove o crescimento, a
sobrevivéncia, migracdo e expressao génica de diferentes células alvo. Muramatsu (2010),
reporta que a MK estd envolvida na reproducdo, reparacdo, e também desempenha papéis

patoldgicos em muitas doencas.

Os dois membros da familia Midkina, midkina e pleiotropina (PTN), sd@o proteinas
ricas em aminodcidos bdsicos, caracterizadas pelo seu unico par de residuos de cisteina
altamente conservado. Ambas sdo compostas por dois dominios, cada um sendo formado por

trés fitas-p antiparalelas. (LIM et al., 2013).

Os quatro receptores descritos sdo: N-sindecan, PTPz, ALK e LRP, estes podem ser
diferencialmente utilizados para atividades bioldgicas especificas de MK e podem vir a
colaborarem entre si para melhorar os sinais intracelulares. O complexo MK e PTPz —
receptor de proteina tirosina fosfatase tipo z - utilizam as vias PI3 — quinase e ERK para a
migracdo celular de osteoblastos e sobrevivéncia neuronal. O RLP — proteina receptora de
LDL (sigla em inglés) realiza endocitose de uma ampla gama de ligantes, inclusive da MK,
onde estd envolvido na atividade antiapoptdtica. A endocitose da midkina € totalmente
dependente de LRP e o seu direcionamento para o nucleo € realizado por uma proteina
nucleocitoplasmética, nucleolina, ou por um precursor da proteina de ligagdo a laminina

(LBP) (Figura 3) (KADOMATSU et. al. 2014).
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Figura 3: Mecanismos de acdo de MK. Dois receptores para MK e suas cascatas de
sinalizagcdo sdo propostos. Mais estudos sao necessarios para esclarecer o mecanismo preciso.

LBP, precursor da proteina ligante laminina. Adaptado de KADOMATSU et al., 2014.
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O fator de crescimento de ligacdo a heparina Midkine (MK) foi primeiro identificado
como um gene induzido por 4cido retindico durante a embriogénese hd duas décadas. Desde
entdo, uma infinidade de funcgdes celulares da MK tém sido descritos em tecidos no estado
normal e transformado. Embora a expressdo do gene MK seja fraco ou indetectavel em
tecidos adultos, a expressao de MDK em tecidos danificados e inflamados tem sido discutida

(GUNGOR et al., 2011)

A MDK ¢ abundante em vdrios tipos de cancer, incluindo cancer de esdfago, cancer
géstrico, cancer de célon, cancer de pancreas, carcinoma hepatocelular e cancer de pulmao,
mas € expresso em baixas concentragdoes ou estd ausente nos tecidos normais (YU, 2013).
Estes resultados sugerem fortemente que midkina seria ttil ndo apenas como um marcador de
tumor, mas também como um alvo molecular para a terapia do cancer (KISHIDA;

KADOMATSU, 2013).

No cancer do colo-retal humano e da prdstata, midkina é fortemente expresso nas

fases pré-cancerosas. E importante ressaltar que a retirada de midkina por xenotransplante em
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um modelo com células de cancer de colo retal e prostata foi associado com a supressiao

significativa do crescimento do tumor (KISHIDA, et. al. 2013).

Um exemplo em que a terapia-alvo da midkina é promissora, é o cincer de pancreas
adenocarcinoma ductal, um dos mais fatais, no qual a midkina é abundante em 50% do tumor

e confere resisténcia a quimioterapia em células tumorais (MURAMATSU, 2014).

Niveis elevados de midkina refletem mau progndstico para muitos carcinomas, mas
os mecanismos celulares e moleculares, orquestrando sua atividade permanecem obscuros
(LIM, 2013). MK esta atraindo muita aten¢do em relacio ao tratamento de doencas. Espera-se
que inibidores da MK sejam tteis no tratamento nao apenas do cancer, como também para

artrite, escrelose multipla, hipertensiao, doencas renais, etc. (MURAMATSU, 2010).

2.5 GSTP1

A glutationa S- transferase é uma familia de enzimas que utilizam glutationa para
detoxicagdo de diversos compostos, incluindo produtos de estresse oxidativo, substancias
cancerigenas e drogas terapéuticas. Entre os muitos polimorfismos de GST que foram
identificados, GSTM1, GSTM1 e GSTP1 té€m sido mais extensivamente estudados (HONG et.
al., 2012).

A GSTPI1 ¢ a isoenzima GST dominante na maioria dos tecidos extrahepaticos,
sendo bastante abundante nos tecidos epiteliais humanos, principalmente no pulmao, es6fago
e placenta. A presenca de diferentes variantes desta isoenzima podem influenciar na

capacidade de detoxicacdo de uma célula (MEDEIROS, 2009).

A detoxicagdo enzimdtica de xenobidticos pode ser classificada em dus fases
distintas: Fase I e fase de II. As reacOes de fase I introduzem ou expdes um grupo funcional
da substancia. Os produtos da biotransformacgado da fase I sdo excretados pela urina e quando
ndo o sdo, podem reagir com produtos endégenos originando compostos altamente
hidrossoldveis. As reacdo de conjugacdo da fase II conduzem a formagdo de uma ligacdo
covalente entre a substancia exdgena ou um metabdlito de fase um com uma determinada
molécula, formando conjugados altamente polares, geralmente inativos, que sdo excretados na
urina ou nas fezes (GOODMAN, 2005). As GSTs sao enzimas intracelulares da fase II de
detoxicacdo que catalisam a conjugacdo de diversos compostos eletrofilicos a glutationa

(GSH) (Figura 4).
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Figura 4: Reagdo enzimatica catalisada pela glutationa S-transferase adaptado de TOWSEND
& TEW 2003 apud JARDIM, 2011.
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As isoenzimas de GST também té€m sido relacionadas com a progressdao do cancer.
As GSTs desempenham um papel importante na ativagdo de sinais por ativacdo mitogénica
por proteinas (MAP) quinase e vdrios fatores de transcricdo que regulam a apoptose e
sobrevivéncia das células. A manutencdo do antioxidante celular glutationa (GSH) em
diferentes compartimentos celulares também € criticamente regulada pelas GSTs (RAZA,
2011).

As variantes polimorficas de trés membros da familia de GST, GSTM1, GSTT1 e
GSTPI1, tém sido estudados devido a sua potencial importdncia na carcinogénese

RAMALHINHO et al., 2012).

A glutationa s-transferase € um grupo de enzimas que em mamiferos pode ser
dividida em trés familias: GST citossélica, GST mitocondrial € GST microssomal. As GST
citossolicas de mamiferos sdo todas diméricas. Sao descritas sete classes do referido grupo,

sdo elas: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega e Zeta (HUBER, 2008).

Nos seres humanos, as enzimas de GST pode ser dividido em cinco classes
principais: alfa (GSTA), mu (GSTM), pi (GSTP), teta (GSTT) e zeta (GSTZ). Entre eles,
GSTMI1, GSTTI1 e GSTP1 sdo enzimas detoxicantes que t€ém sido conhecidas por metabolizar

uma ampla gama de agentes cancerigenos (KOH et. al., 2011).

A glutationa-S-transferase GSTP € hiper expressa em muitos canceres humanos e em
células cancerosas resistentes a quimioterapia, onde hd evidéncias de que GSTP pode ter

funcdes adicionais para além do seu papel catalisador conhecido (HENDERSON, 2011). O
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alto nivel de GSTP estd associado com o mau progndstico em muitos tipos de cancer,
incluindo o cancer do coloretal JANCOVA, et al. 2012).

A GSTP parece ser constante em canceres (c6lon, pulmao, ovdrio, mama, estbmago,
bexiga, rim, testiculos) apresentando-se em concentragdes de 2 a 4 vezes maiores que em
células normais. O papel desempenhado por essa proteina na progressdo e crescimento
tumoral € pouco conhecido (JARDIM, 2011).

Nos seres humanos, o aumento da expressdo da classe GSTP foi associado com a
progressdao do tumor e com a capacidade da célula cancerigena de adquirir resisténcia a
diversos farmacos. A alta expressdo de GSTP foi relatada em muitos tumores humanos, e tem
sido mostrado estar correlacionada com a fase avancada, a agressividade da doenca, a
resisténcia a drogas e a baixa sobrevida. Em contraste, a perda precoce de expressio GSTP
resulta em aumento da susceptibilidade ao cancer (KANWAL, et al., 2014).

As GSTs sdo de interesse farmacologistas e toxicologistas pois sd@o analisadas como
alvos para terapias anti-asmdticas e anti-tumorais, além de metabolizarem agentes como

quimioterdpicos, inseticidas e herbicidas (HAYES et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver computacionalmente um inibidor em comum para as proteinas midkina

e glutationa S-transferase.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar estruturalmente os dominios importantes para inibicdo das atividades

biol6gicas desempenhadas nos canceres pelas proteinas midkina e glutationa S-transferase;

- Compreender e aplicar técnicas de planejamento computacional para

desenvolvimento de um inibidor das proteinas midkina e glutationa S-transferase;

- Utilizar testes de docking molecular para prever a afinidade de ligacdo entre o

inibidor desenvolvido e as proteinas MK e GST;

- Identificar as intera¢des intermoleculares formada nos complexos compostos por

inibidor/midkina e inibidor/GSTP;
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao das estruturas tridimensionais da midkina e das GSTPs estudadas:

As estruturas a serem utilizadas foram obtidas através do Protein Data Bank (PDB)
(Figura 5), que € um site de busca de dados de estruturas proteinas e 4cidos nucléicos
definidos através de difracdo de raios X ou da ressonancia magnética nuclear de acesso livre

na internet.

Figura 5: Interface da pagina do PDB disponivel pelo site: http://www.rcsb.org/pdb/explore/
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4.2 BLAST: Alinhamento e Analise de Sequéncias Proteicas

O alinhamento e andlise das estruturas proteicas utilizadas na realizac¢io deste trabalho
foram feitos através do BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool) que é uma
ferramenta do Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI) e estd entre as mais
usadas para andlise de sequéncias (Figura 6). Existem varios tipos de BLAST para comparar
todas as combinagdes de nucleotideos ou proteinas. Consiste em uma heuristica que, além de

realizar alinhamentos, fornece informagdes estatisticas para ajudar a decifrar a significncia

bioldgica do alinhamento realizado (MCGINNIS & MADDEN, 2004).


http://www.rcsb.org/pdb/explore/
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Figura 6: Interface da ferramenta Protein BLAST, disponibilizada no site do NCBI. Link
para acesso: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
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O BLAST utiliza o método de “blocos de identidades” para selecionar regides de
alinhamento mais promissoras, procurando apenas por matches exatos de certo comprimento
em alinhamentos de sequéncias. Procura unicamente blocos de identidade (semelhanca)
perfeita. A matriz utilizada por defeito em BLAST é a BLOSUMSG62 (BLOcks SUbstituition
Matrix at 62%), uma matriz de logaritmos de probabilidades derivada das substituicdes de

aminodcidos entre segmentos de sequéncias de identidade inferior a 62% (ROCHA, 2001).

4.3 Planejamento do Inibidor

O inibidor foi projetado através de estruturas previamente depositadas no PDB que
foram recortadas para atenderem caracteristicas topoldgicas dos receptores.

O planejamento de ligantes utiliza informacdes de topologia de superficie do receptor,
neste caso das proteinas GSTP e MDK, bem como informagdes de ligantes j4 caracterizados
estruturalmente. Os ligantes utilizados como modelos foram: 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-

4-Ylthio) Hexanol e o albendazol.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4 Docking Molecular

Os testes de docking molecular foram realizados através do software Hex 8.0 (Figura
7) que é um programa de superposi¢cao molecular e encaixe interativo de proteinas, que realiza
uma simulag@o onde ligante pode ser considerado um corpo rigido, sem liberdade de girar os

angulos de tor¢ao (dock rigido), ou pode girar seus angulos de tor¢ao (dock flexivel).

Figura 7: Interface do programa Hex 8.0. Link para download: http://hex.loria.fr
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O problema da simulagcdo de docking € um problema de otimizacdo computacional,
onde temos que reproduzir computacionalmente a posi¢do de um ligante na estrutura de uma
proteina (receptor) (RITCHIE & KEMP, 2000; RITCHIE et al., 2008). A riqueza de
estruturas tridimensionais disponiveis tem sido de grande valor para testes de ligacdes entre
moléculas. Ha varios programas desenvolvidos para testes de docking molecular, entre eles
estd o Hex de download disponivel livremente através da internet.

Docking (“encaixe”, em portugués) molecular é uma simulacdo computacional para
prever a conformacdo de um complexo receptor-ligante, em que o receptor € geralmente uma
proteina ou uma molécula de acido nucléico (DNA ou RNA) e o ligante é uma pequena
molécula ou uma proteina. Também pode ser definida como uma simulacdo em que a posi¢ao
de um ligante é estimada em um sitio de ligacdo predito ou pré-definido (DIAS & DE

AZEVEDOQO, 2008).


http://hex.loria.fr/
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Simulagcdes de docking molecular podem ser usadas para reproduzir dados
experimentais através de algoritmos de validacdo de interagdes, onde as conformacdes
proteina-ligante ou proteina-proteina, para uma proteina obtida in silico e comparar com
estruturas obtidas a partir de cristalografia de raios X ou ressonancia nuclear magnética
(RMN). Além disso, o docking ¢ uma das principais ferramentas para “screenings” virtuais,
onde uma biblioteca de varios compostos pode ser usada para docking contra uma droga
marcada, resultando na melhor conformacdo (conformacdo certa) (DIAS & DE AZEVEDO,
2008).

4.5 Interacoes Intermoleculares

As interagdes de hidrogénio e hidrofébicas presentes nos complexos obtidos foram

identificadas através do software WinCoot 0.7.1 (Figura 8).

Figura 8: Interface do programa WinCoot ) 0.7.1.

WINCOOT

As moléculas da vida (DNA, RNA, proteinas etc.) sio mantidas em suas estruturas
tridimensionais através de interagdes intra e intermoleculares. Outro fato importante é que
todos os processos vitais estdo envolvidos com o reconhecimento intra e intermolecular. Esses

processos podem ser definidos como interacdes fracas, usualmente reversiveis e altamente
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seletivas entre moléculas (intermolecular) ou numa mesma molécula bioldgica
(intramolecular) (ROCHA, 2001).

A formagdo de um complexo ligante-receptor (inibidor-proteina) se inicia através do
processo de reconhecimento molecular, em que o receptor precisa conhecer as propriedades
do ligante que se aproxima para realizar uma interacdo forte e especifica (SILVA, 2008).

Existem vdrios tipos de relagdes intermoleculares que podem manter um complexo
farmaco-receptor, entre elas: interagdes i0nicas, interacdes de hidrogénio, interacdes de van
der Waals, dipolo-dipolo, ion dipolo e interacdes hidrofébicas (HOLJTE et al., 2003;
PATRICK, 2005 apud SILVA 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Inibidor desenvolvido

Para o desenvolvimento do inibidor foram analisados possiveis modelos como o
albendazol ou (5-propiltio-1H-benzimidazol-2-il) carbamato e o 6-(7-Nitro-2,1,3-
Benzoxadiazol-4-YIthio) Hexanol (NBDHEX).

O albendazol é um medicamento que pertence a classe de anti-helminticos
benzimidazdlicos (Figura 9). O referido farmaco, de uso bastante disseminado, estd na lista de

medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) desde 1990.

Figura 9: Estrutura tridimensional (A) e estrutura quimica (B) do farmaco albendazol. O

nucleo benzimidazdlico encontra-se destacado de vermelho na estrutura quimica.

ALBENDAZOL

O antiparasita anteriormente citado tem uma vantagem exclusiva em relagdo aos
outros medicamentos pertencentes a0 mesmo grupo, ele é o unico a atravessar a barreira
hematoencefalica. Essa caracteristica permite que o albendazol seja utilizado no tratamento de
infeccOes parasitdrias que afetam o sistema nervoso central e pode ser aproveitada,
potencialmente, para atingir metéstases cerebrais (PATEL, 2011). Diversos trabalhos
demonstraram que o anti-helmintico anteriormente citado apresenta atividade em diversos
tipos de cancer (Krdlovad et al. 2013 apud NYGREN er al. 2013). Com base nessas

informagdes a molécula do albendazol foi utilizada como um dos modelos para o

desenvolvimento de um inibidor.
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O NBDHEX pertence a uma classe de inibidores ndo peptideomiméticos de GSTs de

humano que foi baseado em derivados da anel 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (Figura 10).

Figura 10: A. Estrutura tridimensional do inibidor 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio)

Hexanol (NBDHEX), B. Estrutura quimica do anel 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole.

A. NBDHEX

B. 7-nitro-2.1.3-benzoxadiazole

Foi demonstrado que esta molécula inibe isoformas de GSTs em quantidades micro e
submicromolares e que induz apoptose em diversas linhagens de células tumorais através da
dissociacdo do complexo JNK/GSTP1. Além disso, o referido inibidor supera a glicoproteina-
P, uma proteina expressa na superficie celular que estd relacionada com a resisténcia a
diversas drogas utilizadas no tratamento de tumores, o que sugere que este inibidor pode ser
utilizado para tratar diversos tipos de cancer combinado com outras drogas (FEDERICI,

2009).

As caracteristicas estruturais do Albendazol e do NBDEHEX foram usadas como
para a elaboragdo de um inibidor. Um tripeptideo formado pelos residuos de aminoacidos
-, - e - (RBT15) foi racionalizado com o intuito de impedir as atividades
desenvolvidas tanto pela midkina e quanto pela GSTP1 nas células cancerigenas. O RBT15
foi retirado de proteinas ativas ndao passando por nenhum processo de modelagem molecular

(Figura 11).
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Figura 11: Estrutura tridimensional do tripeptideo desenvolvido.
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A aplicagdo de proteinas e peptideos como moléculas terapéuticas € muito
importante para o tratamento de varias doencas, devido a fatores como a alta especificidade e
atividade em pequenas concentracdes, quando comparadas com os medicamentos
convencionais (Wang 1999 apud Melo, 2012). A utilizacdo desses tipos de moléculas para uso
nos pacientes com cancer pode possibilitar um tratamento com menos efeitos colaterais,

melhorando a qualidade de vida dessas pessoas.

O presente inibidor pode representar uma excelente estratégia no desenvolvimento de
um farmaco anticancerigeno. Nos tltimos anos, houve um aumento exponencial na descoberta
de peptideos bioativos. Diversos medicamentos antifingicos, antibacterianos, anti-
inflamatdrios utilizados na medicina contemporinea sao bioativos (PICCHI, 2009). Além
dessas aplicacdes, atualmente vérios estudos t€m sido realizados buscando desenvolvimento

de farmacos peptideos com a¢ao anti-hipertensiva e anticancerigena (MEDEIROS, 2011).
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5.2 Midkina

5.2.1 Estrutura

A midkina € uma proteina composta por dois dominios, um N-terminal e um C —
terminal, flanqueados por pontes dissulfeto. Cada dominio apresenta trés fitas § antiparalelas.
No dominio C-terminal, o qual retém as atividades bioldgicas, foram identificados dois sitios
de ligacdo a heparina, sdo eles: sitio I (K79, K102 e R81) e sitio II (K86, K87 e R89) (JUNO,
2010) (Figura 12). Os aminodcidos que compdem o sitio I estdo localizados em duas fitas 3

distintas, K79 e R81 estao localizados na fC2 e K 102 esta na BC3.

Figura 12: Estrutura tridimensional do dominio C-terminal da midkina mostrando em

destaque os sitios de ligagcdo a heparina.
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Os dois sitios de ligacdo a heparina do dominio C-terminal da midkina foram
utilizados como alvo do inibidor desenvolvido, de maneira a inibir a atividade da referida
proteina que estd relacionada com a capacidade de progressdao de vdrios tipos de tumores

malignos.

Ao se ligar aos receptores da membrana celular, a MDK consequentemente ativa as
vias de sinalizagdo PI3 quinase (PI3K) e MAP, essas vias induzem a proliferacio celular e
favorecem atividades angiogénicas e antiapoptoticas das células cancerigenas (HAO, 2013).
Com a inibi¢do da MDK ocorre a impossibilidade desta exercer qualquer uma das referidas

atividades bioldgicas por ela desenvolvida.
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5.2.2 Docking molecular da MK com o albendazol

Os resultados obtidos no docking molecular foram analisados em funcdo da melhor
energia de interacdo com os sitios ativos previamente definidos, sitio I (K79, K102 e R81) e

sitio IT (K86, K87 e R89), bem como a energia de ativacio necessaria para a sua ocorréncia.

O docking molecular realizado demonstrou que a solu¢do com energia de ativacdo de
-193,95 apresentou o melhor encaixe nos sitios ativos da midkina. A visualizacdo do
complexo, realizada pelo programa PyMol, mostrou que o albendazol interagiu lateralmente

ao sitio de interesse (Figura 13).
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Figura 13: Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o
albendazol (em azul) e a midkina. Em destaque estio os seis residuos (em verde) que
compdem os dois sitios de interesse

Lys 87

Lys 79

De acordo com as intera¢des intermoleculares identificadas, o albendazol apresentou
interacdo hidrofébica e ligacdo de hidrogénio com o residuo Arg 81, que compde o sitio I, e
hidrofébica com a Lys 86, que compde o sitio II (Tabela 1). Os demais residuos que
compdem o sitio ativo de interesse da proteina em questao ndo apresentaram interagdes com o

ligante.
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Tabela 1: Interacdes intermoleculares identificadas no complexo formado entre a MDK e o

albendazol.
Residuos da MDK Interacdo Intermolecular Disténcia (A)
Asn 68 Hidrofébica -
Phe 66 Hidrofébica -
Arg81 Hidrofébica -
Lys 86 Hidrofdbica -
Ala 88 Hidrofébica -
Tyr 90 Hidrofébica -
Lys 63 Hidrofébica -
Lys 65 Hidrofébica -
Tyr 64 Ligagdo de Hidrogénio 3,39
Arg 81 Ligagdo de Hidrogénio 2,44
Ala 88 Ligacao de Hidrogénio 3,21

Foram determinadas as distincias apresentadas entre os residuos que formaram ligacdes de

hidrogénio.

Os resultados obtidos comprovam que o albendazol apresenta interacdo fraca com a
MDK, porém isso se deve ao nimero reduzido de interacdes com residuos importantes para a
inibicdo da MDK. As caracteristicas de interacdo do albendazol com a MDK sdo dados

importantes para o desenvolvimento de um inibidor potencial da midkina.

5.2.3 Docking molecular da MDK com 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol
(NBDHEX)

O NBDHEX € referido na literatura como inibidor de GSTP1. Porém, suas
caracteristicas estruturais nao sao tdo distantes do albendazol podendo também ser utilizado
para a inibicdo da MDK. O docking molecular realizado com este ligante mostrou que ele
também interage com a midkina e apresentou como o complexo de melhor solugdo o com
energia de -202,59. A visualizacdo do complexo mostra que o ligante se direciona apenas para

os residuos que compdem o sitio I, K79, K102 e R81 (Figura 14).
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Figura 14: Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o 6-(7-
Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol (em cinza) e a midkina. Em destaque estdo os

seis residuos (em verde) que compdem os dois sitios de interesse

O referido ligante demonstrou interacdes intermoleculares, hidrofébicas e de
hidrogénio com os residuos Lys 79 e Arg 81, pertencentes ao sitio I. Porém, o NBDHEX nao
demonstrou possuir interagdo com nenhum dos residuos pertencentes ao sitio II de ligacdo a

heparina (Tabela 2).
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Tabela 2: Interagdes intermoleculares identificadas no complexo formado entre a MDK e o 6-

(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol.

Residuos da MDK Interacao Intermolecular Distancia (A)
Asn 68 Hidrofébica -
Phe 66 Hidrofébica -
Arg81 Hidrofoébica -
Tyr 64 Hidrofébica -
Trp 69 Hidrofébica -
Lys 79 Hidrofébica -
Lys 65 Hidrofébica -
Thr 84 Hidrofébica -
Trp 69 Ligacdo de Hidrogénio 2,92
Asn 68 Ligacao de Hidrogénio 2,55
Gly 70 Liga¢ao de Hidrogénio 3,85
Lys 79 Ligacao de Hidrogénio 2,80
Arg 81 Ligagdo de Hidrogénio 2,92
Phe 66 Liga¢ao de Hidrogénio 3,03

Foram determinadas as distincias apresentadas entre os residuos que formaram ligacdes de

hidrogénio.

Os resultados mostram que o NBDHEX interage apenas com um dos sitios de

interesse da midkina, podendo servir como modelo de partida para a elaboracdo de uma

molécula que interaja com residuos pertencentes aos dois sitios ativos da proteina.

5.2.4 Docking molecular entre a MDK com o inibidor desenvolvido (RBT15)

O complexo receptor-ligante que apresentou melhor encaixe nos locais de interesse

foi a interacio MK/RBT15 com energia de ativacdo mais negativa, equivalente a -281,27.

Pode se verificar que o RBT1S5 interagiu com os dois sitios de interesse e apresentou uma

energia favordvel para o encaixe, pois quanto maior a negatividade para a energia de ativacao
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mais favordvel € a ocorréncia da ligagdo, representando que esta molécula pode vir a ser uma
importante estratégia para a inibicdo das atividades relacionadas com a midkina no

desenvolvimento do cancer (Figura 15).

Figura 15: Visualizagdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o
inibidor desenvolvido (em azul) e a midkina. Em destaque estdo os seis residuos (em verde)

que compdem os dois sitios de interesse

ARG 89

LYS 102

As interagdes intermoleculares formadas pela interacdo entre o inibidor e a proteina
foram analisadas. Houve identificacdo de ligagdes hidrofébicas envolvendo os residuos de
interesse do sitio I (Arg81 e Lys102) e do sitio II (Lys 86 e Arg89). Além destas, foram
observadas ligacdes de hidrogénio envolvendo Arg81 e Lys86 (Tabela 3).
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Tabela 3: Interagdes intermoleculares apresentadas no complexo obtido no docking

molecular entre o inibidor RBT15 e a midkina

Residuos do RBT15 Residuos da MDK | Interacdo Intermolecular | Distancia (A)

Ala88 Ligacao de Hidrogénio 3,46
Tyr90 Ligagdo de Hidrogénio 3,31

. Arg89 Hidrofébica -
Tyr90 Hidrofébica -
Lys86 Ligacao de Hidrogénio 3,45
Arg81 Ligagdo de Hidrogénio 3,08
Ala88 Ligacao de Hidrogénio 2,32

- Tyr90 Hidrofdbica -
Arg81 Hidrofébica -
Lys86 Hidrofébica -
Ala71 Ligagdo de Hidrogénio 3,15
Gly70 Ligacao de Hidrogénio 3,34
Gly70 Hidrofébica -
Ala71 Hidrofébica -

= Pro103 Hidrofébica -
Lys102 Hidrofébica -
Trp69 Hidrofébica -
Cys72 Hidrofébica

Foram calculadas apenas as distancias entre os residuos que apresentam ligacOes de

hidrogénio

As interages moleculares encontradas no complexo enfatizam a ligacdo do RBT15
desenvolvido nos sitios de interesse da proteina. Além disso, as vdrias relacdes apresentadas
representam uma estabilizacdo entre as estruturas envolvidas, pois para que ocorra a
dissociacdo entre as duas moléculas € necessdrio que todas as multiplas interagdes fracas

sejam rompidas a0 mesmo tempo.
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Entre os inibidores analisados, o ligante RBT15 foi o que apresentou melhor
interacdo com a MK. Além disso, a energia de ativacio apresentada foi mais favoravel que as
apresentadas pelo albendazol e pelo NBDHEX demonstrando que o RBT15 pode vir a ser

uma eficiente estratégia para a inibicado da MDK.

5.3 Glutationas S-transferase P1 (GST P1-1)

5.3.1 Estruturas

As proteinas pertencentes a classe Pi de glutationa s-transferase sdo dimeros que
possuem entre 199 e 244 residuos de aminodcidos em suas estruturas primarias, que sao
encontradas em grandes concentracdes em células tumorais e estdo relacionadas com a
capacidade destas células adquirirem resisténcia a farmacos, inclusive aos medicamentos

utilizados em quimioterapias (HUBER, 2008).

O aumento da expressao de GSTP1-1 tem tém sido observado em muitos tipos de
canceres. Membros dessa classe catalisam a conjugacdo de glutationa a eletréfilos no processo
de desintoxicacdo. Recentemente foi demonstrado que a mesma € altamente expressa em
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) e € frequentemente superexpressa em
tumores cerebrais, mamadrios, do ovdrio, do esdfago, do estdbmago, pancreas, cdlon, rim,
pulmao, ductos biliares, bexiga e sistemas linfatico e hematopoiético. Como tal, GSTPI1 tem
sido considerada de interesse clinico como marcador tumoral e como alvo terapéutico

(MUTTALIP, 2010).

Estudos apontam que a GSTP1 em células cancerosas, podem beneficid-las contra o
estresse oxidativo induzido por drogas quimioterdpicas, que combatem o crescimento € a
multiplicagdo celular, inibindo a apoptose e favorecendo o crescimento tumoral (ROCHA,

2010).

As subunidades de GSTs apresentam uma zona N-terminal, de dominio o/p, que
forma a zona de ligacdo da glutationa, e uma regido C-terminal, de dominio a-hélice, que
forma a zona de ligac@o do substrato electrofilico. Estas enzimas sio capazes de metabolizar a
biotransformacao de varios substratos com diferentes grupos funcionais (COSTA, 2011).
Assim, o sitio ativo das glutationas S-transferases possuem dois subsitios de ligacdo, um

especifico para glutationa (sitio G) e o outro de ligagc@o a substratos hidrofébicos (sitio H).
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O interesse desse trabalho foi avaliar o modo como o inibidor desenvolvido interage
com o sitio ativo das GSTs, impedindo a ligagdo das mesmas com a glutationa e/ou
substratos, consequentemente inibindo a atividade da referida enzima. O sitio G da classe Pi é
composto pelos residuos Argl3, Trp 38, Lys44, Pro53, Gln 51, Leu 52, GIn 64, Ser65 e Asn
66 o sitio H (H: hidrofébico) € formado pelos residuos Tyr7, Phe8, Vall0, Val35, GIn39,
[le104 (Alal104) e Tyr108, Gly 205.

Para esta pesquisa foram utilizadas duas proteinas GST P1-1, ambas com a estrutura

cristalografica definida (PDB ID 3GUS e 3IE3) (Figura 16).

Figura 16: Estruturas tridimensionais das Glutationas s-transferases PDB ID 3GUS (A) e
3IE3 (B).

As isoformas estudadas diferem em apenas um unico residuo de aminodcido, sendo
uma GST humana do tipo selvagem, com Isoleucina na posi¢cao 104 (PDB 3GUS) e a outra,

com uma mutagdo, que apresenta Alanina no referido local (PDB 31E3) (Figura 17).
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Figura 17: Alinhamento de duas sequéncias de glutationa S-transferase da classe Pi, PDB 3

GUS e 3IE3 que diferem apenas no residuo da posi¢cao 104
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A escolha destas referidas isoformas ocorreu devido ao fato de enzimas pertencentes
a classe GSTPI-1 serem abundantes em diversos tipos de canceres humanos e por
contribuirem para a resisténcia celular a mdltiplos farmacos através da conjugacdo de
quimioterdpicos. Além disso, esta mesma classe é considerada um alvo promissor para o

tratamento farmacéutico (FEDERICI, 2009).

5.3.2 Docking molecular da GSTP1-1

Um inibidor potente da GSTPI1-1 provoca o rompimento do complexo entre esta
enzima e a via c-Jun N-terminal Kinase (JNK) provocando a apoptose em células
cancerigenas. A ativacdo desta via pode significar uma promissora estratégia na busca de

novos medicamentos para o tratamento de cancer (TREGNO, 2009).

O potencial inibidor desenvolvido neste trabalho foi realizado com a intengdo de
interagir com o sitio ativo das GSTPl de maneira a impedir a atividade bioldgica

desenvolvida por essas proteinas.

Foram analisadas as solu¢des apresentadas pelos testes de docking molecular no sitio
ativo da cadeia B de dois exemplares de GSTP1 com o albendazol, com o NBDHEX e com o
inibidor desenvolvido. Serdo mostrados os resultados de melhor solu¢do de cada uma das
estruturas. Foi selecionado o complexo proteina/inibidor que melhor interage com os residuos

que compdem o sitio ativo.
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5.3.2.1 Docking molecular entre a GSTP1-1/Ile104 e o albendazol

A realiza¢do do docking molecular entre o albendazol e GSTP1/ Ile 104 resultou
como complexo de melhor solu¢do o com energia de ativagdo de -205, 28. A visualizacdo da
interacdo obtida revela que o ligante se direcionou lateralmente ao sitio G da enzima,

limitando a sua interacao com os residuos do referido local (Figura 18).

Figura 18: Interacdo do albendazol (em azul) com os residuos do sitio G da GSTP1/1le 104.

Trp 38

Lys 44

Sitio G da GSTP1/ Ile 104

A imagem obtida do complexo obtido entre o albendazol e os residuos que formam o
subsitio H da GSTP1/ Ile 104 revela que o inibidor em questdo se posiciona lateralmente
interagindo com a Ile 104, justamente o aminodcido que sofre mutacdo para o processo de

desenvolvimento das células cancerigenas (Figura 19).
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Figura 19: Interacdo do albendazol (em azul) com os residuos do sitio H da GSTP1/Ile 104.

Sitio H da GSTP1/ Ile 104

As interacdes intermoleculares observadas mostram que apresentam ligacdo
hidrofébica os residuos Arg 13, Pro 53, Gln 64 e Ile 104. As ligacdes de hidrogénio foram
formadas por Gln 64, Ser 65 e Arg 13. Dentre todos estes, apenas a Ile 104 pertence ao

subsitio H, os demais sdo componentes do subsitio G (Tabela 4).
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Tabela 4: Interacdes intermoleculares apresentadas no complexo obtido pelo docking

molecular entre o albendazol e a GSTP1/ Ile 104

Residuos da GSTP1/Ile 104 Interacdo Intermolecular Distancia (A)
Arg 13 Hidrofébica -
Ser 105 Hidrofébica -
Ile 104 Hidrofdébica -
Cys 101 Hidrofébica -
Glu 97 Hidrofébica -
Asp 98 Hidrofdébica -
Pro 53 Hidrofébica -
Gln 64 Hidrofébica -
Gln 64 Ligagdo de Hidrogénio 3,45
Ser 65 Ligacao de Hidrogénio 3,05
Leu 52 Ligacdo de Hidrogénio 3,19
Arg 13 Ligagdo de Hidrogénio 2,93

Foram calculadas apenas as distancias entre os residuos que apresentam ligacdes de

hidrogénio

Os dados obtidos revelam que o albendazol interage com a GSTP1/Ile 104. Porém,
sua interacdo € praticamente limitada a alguns residuos do sitio G. A sua relacdo entre os
residuos que formam o sitio H € limitada a aminodcido Ile 104, que sofre mutacdo para Ala

104 durante o processo de desenvolvimento de células com crescimento exagerado.

5.3.2.2 Docking molecular entre a GSTP1-1/Ile104 e o 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-
Ylthio) Hexanol (NBDHEX)

O complexo de melhor solugdo obtido nos testes de docking molecular realizado

entre 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol (NBDHEX) e¢ a GSTP1/ Ile 104
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apresentou energia de ativacdo de — 202, 40. A visualizacdo deste revela que o inibidor se

posiciona praticamente no centro do subsitio G (Figura 20).

Figura 20: Interacdo do 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol ou NBDHEX (em
cinza) com os residuos do sitio G da GSTP1/Ile 104.

Sitio G da GSTP1/Ile 104

Quando observado o posicionamento do inibidor em relagio aos residuos do subsitio
H nota-se que o mesmo se localiza bem lateralmente ao sitio H da GSTP1/Ile 104 o que limita

a sua interacdo com os aminodcidos em questdo (Figura 21).
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Figura 21: Interagdo entre 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-YIthio) Hexanol ou NBDHEX
(em cinza) com os residuos do sitio G da GSTP1/Ile 104.

Tyr 108
Gly 205

Ile 104

Gl 39 Val 35

Phe 8

Sitio H da GSTP1/Ile 104

Os aminodcidos Arg 13, Leu 52 e Pro 53 apresentam interacao intermolecular do tipo
hidrofébica. Além disso, Arg 13, Gln 64 e Ser 65 formam ligagdes de hidrogénio com o
NBDHEX. Todos os residuos citados fazem parte do subsitio G, local especifico de ligacao a

proteina glutationa (Tabela 5).
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Tabela 5: InteracOes intermoleculares apresentadas no complexo obtido pelo docking

molecular entre o 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-YIthio) Hexanol ou NBDHEX e a

GSTP1/Ile 104

Residuos da GSTP1/1le 104

Interacdo Intermolecular

Distancia (A)

Arg 13 Hidrofébica -
Asp 98 Hidrofébica -
Glu 97 Hidrofébica -
Tyr 49 Hidrofobica -
Leu 52 Hidrofébica -
Tyr 63 Hidrofébica -
Cys 47 Hidrofébica -
Pro 53 Hidrofébica -
Glu 97 Ligacao de Hidrogénio 3,26
Cys 101 Ligacao de Hidrogénio 3,33
Arg 13 Ligacao de Hidrogénio 2,76
Gln 51 Ligagdo de Hidrogénio 2,65
Ser 65 Ligacao de Hidrogénio 3,03
Gln 64 Ligacao de Hidrogénio 3,14
Leu 48 Ligagdo de Hidrogénio 3,16
Gly 50 Ligacao de Hidrogénio 3,40
Cys 47 Ligacdo de Hidrogénio 3,43

Foram calculadas apenas as distincias entre os residuos que apresentam ligacdes de

hidrogénio

Os testes com o NBDHEX revelaram que este inibidor de fato interage com a

GSTP1/1le 104, mas que a sua atuagdo se limita aos residuos componentes do sitio G. As

interacdes intermoleculares observadas evidenciam o exposto. Este fato comprova que o

NBDHEX pode servir de base para o desenvolvimento de uma ligante mais eficaz na inibi¢ao

das atividades desenvolvidas pelas GSTP1/Ile 104. Concordando com o relato de Federici

(2009), ele afirma que a por¢do hexanol do NBDHEX ¢é fracamente envolvida na proteina
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receptora e sugere modificacdes na mencionada parte da molécula com o intuito de

possibilitar uma forte interacdo com os residuos do tltimo sitio citado.

5.3.2.3 Docking molecular entre a GSTP1-1/1le104 e o inibidor RBT15

O complexo de melhor solu¢do obtido entre a GSTP1/Ile 104 e o inibidor RBT15
apresentou energia de ativacdo de -311,32. O RBT15 modelado se posicionou centralmente

aos residuos que compde o sitio G (Figura 22).

Figura 22: Interacdo do inibidor RBTI15 (em azul) com os residuos do sitio G da

GSTP1/1le104.

SITIO G DA GSTPL/ILE 104

O tripeptideo planejado neste estudo, diferentemente dos dois inibidores
anteriormente mencionadas, se direcionou no centro do subsitio H da GSTP1/ Ile 104 o que

permite a interacdo deste inibidor com os residuos formadores deste sitio (Figura 23).
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Figura 23: Interacdo do inibidor desenvolvido (em azul) com os residuos do sitio H da
GSTP1/1le104.

GLY 205
o”

GLY 39

SITIO H DA GSTPL/ILE 104

Pode-se perceber que o ligante desenvolvido interagiu com residuos que compdem o
sitio ativo da GSTP1/Ile 104. Dessa maneira, € possivel que a estrutura desenvolvida possa

ser eficaz na inibi¢cdo das atividades desta enzima nas células do cancer.

As interagOes intermoleculares observadas mostraram que os aminoécidos Arg 13,
Trp 38, GIn 51, componentes do subsitio G, Tyr 7, Phe 8, Val 10, Val 35, Ile 104 e Tyr 108,
pertencentes ao subsitio H, formam liga¢gdes hidrofébicas com o ligante em questdo. Assim
como, residuos do subsitio G (Arg 13, Trp 38, Gln 51) e do subsitio H (Tyr 7, Tyr 108 e Gly
205) formam ligagdes de hidrogénio com este inibidor (Tabela 6). Essas informagoes
observadas evidenciam a relagdo do tripeptideo desenvolvido com os aminodcidos que

compdem os dois subsitios da GSTP1/ Ile 104.
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Tabela 6: InteragcGes intermoleculares apresentadas pelo complexo entre o inibidor RBT15 e a

GSTP1/1le 104

Residuos do Residuos da GSTP1/Ala .
— . Interacdo Intermolecular | Distancia (A)
Gly 205* Hidrofébica -
Phe 8* Hidrofébica -
Pro 202 Hidrofébica -
Val 10* Hidrofébica -
- Val 35* Hidrofébica -
Asn 204 Hidrofébica -
Tyr 108* Ligacao de Hidrogénio 3,42
Gly 205* Ligacao de Hidrogénio 4,34
Trp 38* Hidrofobica -
Phe 8* Hidrofébica -
Gln 51%* Hidrofébica -
- Tyr 7* Hidrofdbica -
GIn 51%* Ligagdo de Hidrogénio 4,33
Leu 52%* Ligacdo de Hidrogénio 4.4
Trp 38 Ligagdo de Hidrogénio 3,87
Arg 13%* Hidrofébica -
Ile 104* Hidrofébica -
Arg 100 Hidrofébica -
Tyr 108* Hidrofébica -
Asn 204 Hidrofobica -
- Arg 100 Hidrofébica -
Tyr 7% Hidrofébica
Arg 13%* Ligagdo de Hidrogénio 2,63
Tyr 108* Ligacao de Hidrogénio 4,45
Tyr 7% Ligacao de Hidrogénio 4,27

* Residuos que formam o subsitio G ou H da GSTP1/Ile 104
Foram calculadas apenas as distincias entre os residuos que apresentam ligacdes de

hidrogénio
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Os dados analisados evidenciam que o tripeptideo desenvolvido interage de maneira
mais promissora com a GSTP1/Ile 104 que os outros dois inibidores investigados. Dessa
forma, o RBT15 ligante se mostra mais promissor no intuito de causar inibicao desta enzima

que estd relacionada com a resisténcia de células a quimioterapicos.

5.3.2.4 Docking Molecular entre a GSTP1 Ala 104 e o albendazol

O docking molecular realizado entre o albendazol e a GSTP1/ Ala 104 resultou no
complexo com energia de -195,31 como o de melhor solu¢do. A observacdo da interacdo
mostra que o albendazol se posiciona lateralmente e interage apenas com residuos

pertencentes ao sitio G (Figura 24).
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Figura 24: Interacdo do abendazol (em azul) com os residuos do sitio G da GSTP1/Ala 104.

Lys 44

Sitio G da GSTP1/ Ala 104

Analisando a imagem da interacdo do ligante com os residuos que compdes o sitio H
das GSTP1/ Ala 104 observa-se que o albendazol se direciona lateralmente ao sitio € nao

demonstra interagir com nenhum dos residuos pertencentes a este local (Figura 25).
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Figura 25: Interacio do albendazol (em azul) com os residuos do sitio H da GSTP1/Ala 104.

Ala 104

Val 35

Gln 39

Sitio H da GSTP1/ Ala 104

As interacdes intermoleculares identificadas comprovam que dentre os residuos
pertencentes aos subsitios G e H, que compdem o sitio ativo das GSTP1/ Ala 104, o
albendazol interagiu com os residuos Arg 13, GIn 51, Gln 64, Ser 65 e Asn 66, todos
pertencentes ao sitio G da GSTP1. Todos os aminodcidos citados apresentaram interacao do
tipo hidrofébica com a proteina. Além disso, Arg 13 e Gln 64 também proporcionaram

ligacdo de hidrogénio (Tabela 7).
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Tabela 7: Interacdes intermoleculares identificadas no complexo formado entre a GSTP1/ Ala

104 e o albendazol.

Residuos da GSTP1/ Ala 104 Interacdo Intermolecular Distancia (A)
Cys 101 Hidrofébica -
Arg 13 Hidrofdbica -
Ser 65 Hidrofébica -
Gln 64 Hidrofébica -
Asp 98 Hidrofdébica -
GIn 51 Hidrofébica -
Asn 66 Hidrofébica -
Glu 97 Hidrofébica -
Glu 97 Ligacao de hidrogénio 3,07
Arg 13 Ligacao de hidrogénio 3,40
Cys 101 Ligacgdo de hidrogénio 2,40
Gln 64 Ligacao de hidrogénio 3,34

Foram calculadas apenas as distancias entre os residuos que apresentam ligacdes de

hidrogénio

Apesar do ligante em questdo apresentar relacdo com a referida enzima, o mesmo
interage apenas com alguns residuos do sitio G da GSTP1/Ala 104. Os aminoécidos que
compdem o sitio H ndo demonstram ligacdo com o albendazol. Dessa forma, essa molécula
pode servir de modelo para o desenvolvimento de estruturas mais eficazes na inibi¢do da
atividade bioldgica desenvolvida por esta proteina no desenvolvimento de células

cancerigenas.

5.3.2.5 Docking Molecular entre a GSTP1 Ala 104 e o 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-
Ylthio) Hexanol (NBDHEX)

O Docking efetivado entre GSTP1 Ala 104 com o NBDHEX resultou em um

complexo com energia de -197,98 como o de melhor solu¢do. O ligante se direcionou de
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forma a permitir pouca interacdo do anel 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole com os residuos do

subsitio G do receptor (Figura 26).

Figura 26: Interacio do NBDHEX (em cinza) com os residuos do sitio H da GSTP1/Ala 104.

Sitio G da GSTP1/ Ala 104

O inibidor se posicionou de maneira relativamente distante dos aminodcidos que
arranjam o sitio H, sugerindo ndo apresentar atividade inibitéria sobre este local de interagao

da enzima com diversas substincias toxicas para o organismo humano (Figura 27).
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Figura 27: Interacio do NBDHEX (em cinza) com os residuos do sitio H da GSTP1/Ala 104

: Gly 205

Val 10

Ala 104

Sitio H da GSTP1/ Ala 104

Os aminodacidos Pro 53, Gln 64 e Ser 65 apresentaram interagcdo do tipo hidrofébica
com o inibidor. Além desta, apresentaram ligacdo de hidrogénio Arg 13, GIn 51, Leu 52, Pro
53 e Gln 64. Todos os residuos mencionados pertencem ao subsitio G, local especifico de

ligacdo desta enzima com a glutationa (Tabela 8).
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Tabela 8: Interacdes intermoleculares identificadas no complexo formado entre a GSTP1/ Ala

104 e o 6-(7-Nitro-2,1,3-Benzoxadiazol-4-Ylthio) Hexanol (NBDHEX).

Residuos da GSTP1/ Ile 104 Interagdo Intermolecular Distancia (A)
Cys 101 Hidrofdébica -
Lys 102 Hidrofébica -
Asp 98 Hidrofébica -
Gln 64 Hidrofébica -
Ser 65 Hidrofébica -
Pro 53 Hidrofébica -
Arg 13 Ligacao de hidrogénio 2,98
Gln 51 Ligagdo de hidrogénio 3,40
Glu 67 Ligacao de hidrogénio 3,43
Asp 98 Liga¢ao de hidrogénio 3,11
Lys 102 Ligacgdo de hidrogénio 3,29
Leu 52 Ligacao de hidrogénio 3,20
Gln 64 Liga¢ao de hidrogénio 3,38
Pro 53 Ligagdo de hidrogénio 2,48

Foram calculadas apenas as distancias entre os residuos que apresentam ligacdes de

hidrogénio

Apesar do NBDHEX apresentar interacdo com a GSTP1/Ala 104, os dados obtidos
mostram que o ligante interage apenas com residuos do sitio G. O referido inibidor nao
demonstra se relacionar com os residuos do sitio H. Conforme Federici (2009), quando afirma
que a mutagdo na GSTP1 Ile104Ala € suficiente para causar uma alteracdo considerdvel na
posicdo do NBDHEX dentro do sitio H. Como também, o mesmo autor menciona que a
afinidade diferencial deste ligante por diferentes isoformas das GSTs pode ser utilizada para o

desenvolvimento racional de novas moléculas com aumento da afinidade e especificidade

para GSTPI1-1.
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5.3.2.6 Docking Molecular entre a GSTP1 Ala 104 e o inibidor RBT15

O docking entre 0 RBT15 e a GSTP mutada por alanina na posi¢do 104 apresentou
como melhor solucio o complexo de energia livre de -319,07. Foi observado que o
posicionamento do inibidor permite interagdo com os residuos que formam o sitio G desta

proteina (Figura 28).

Figura 28: Interac@o do inibidor (em azul) com os residuos do sitio G da GSTP1/Ala 104.

SITIO G DA GSTPI/ALA 104

A visualizagcdo do complexo obtido mostra que o RBT15 se coloca em situagdo que
permitir a interagdo do mesmo com aminoacidos que compdem o sitio H da GSTP1/ Ala 104

(Figura 29).
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Figura 29: Interacdo do inibidor (em azul) com os residuos do sitio H da GSTP1/Ala 104.

VAL 35

TYR 108

: SITIO H DA GSTP1/ ALA 104
GLN 39

As relagdes intermoleculares observadas mostram que os aminodcidos Arg 13, Trp
38, Gln 51 (componentes do subsitio G), Tyr 7, Phe 8, Val 10, Val 35, Ala 104, Tyr 108 e Gly
205 (residuos do sitio H) apresentam interacdes hidrofébicas com o presente inibidor. Além
disso, apresentam ligacdo de hidrogénio com o tripeptideo: Tyr 7 (Gnico pertencente ao sitio

H), Arg 13, GIn 51, Leu 52 e Pro 53 (Tabela 9).
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Tabela 9: Interacdes intermoleculares apresentadas no complexo obtido no docking molecular

entre o inibidor e a GSTP1/ Ala 104

Residuos do inibidor Residuos da GSTP1/Ala Interacdo Distancia
RBT15 104 Intermolecular (A)
Gly 205* Hidrofébica -
Pro 9 Hidrofébica -
Phe 8* Hidrofoébica -
Pro 202 Hidrofébica -
Val 10* Hidrofébica -
- Val 35* Hidrofébica -
Leu 52* Ligacao de Hidrogénio 2,39
Pro 53* Ligacao de Hidrogénio 3,03
Cys 47 Ligagdo de Hidrogénio 3,07
Tyr 49 Ligacao de Hidrogénio 2,44
Tyr 108%* Hidrofébica -
Trp 38* Hidrofébica -
Phe 8* Hidrofébica -
Gln 51%* Hidrofébica -
- Tyr 7* Hidrofébica -
Gln 51%* Ligagdo de Hidrogénio 2,89
Leu 52* Ligacao de Hidrogénio 3,32
Tyr 7* Ligagdo de Hidrogénio 33
Arg 13* Hidrofébica -
Ala 104* Hidrofébica -
Arg 100 Hidrofébica -
Cys 101 Hidrofébica -
] Lys 102 Hidrofébica -
Arg 180 Hidrofébica -
Arg 13* Ligacao de Hidrogénio 2,3
Leu 52% Ligagdo de Hidrogénio 4,38
Gln 51*% Ligacao de Hidrogénio 4,46

* Residuos dos subsitios G ou H da GSTP1.

Foram especificadas apenas as distancias das ligacdes de hidrogénio.
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As interac¢des intermoleculares observadas evidenciam que o inibidor interage com
residuos dos dois subsitios da GSTP1/Ala 104. Demonstrando que o tripeptidio pode ser

capaz de coibir a atividade bioldgica exercida por esta enzima.

A molécula desenvolvida, diferentemente dos outros inibidores estudados,
apresentou interacdo com os dois subsitios que compdem o sitio ativo da GSTP1/ Ala 104. O
que evidencia que o RBT15 deve ser mais eficiente para inativar as funcdes desta enzima

relacionadas com a resisténcia de células a quimioterdpicos usados para tratamento do cancer.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

O inibidor RBT15 desenvolvido neste trabalho é um tripeptideo composto por

-, - e - Desenvolvido em configurag@o nativa a partir de proteinas ativas,

portanto ndo sofrendo nenhum processo de modelagem molecular.

Os testes de docking molecular realizado com as trés proteinas, midkina, GSTP1-
1/lle 104 e GSTPI-1/Ala 104, evidenciaram que o inibidor planejado RBTIS ¢é
energeticamente mais favordvel que os outros dois inibidores analisados, o albendazol e o

NBDHEX, que serviram de molde para elaboracao do peptideo.

O ligante RBT15 demonstrou interacio com um maior ndmero de residuos que
compdem os sitios ativos tanto da MK quanto das GSTP1 quando comparado com os outros

dois ligantes analisados.

Os dados obtidos sugerem que a molécula desenvolvida neste trabalho pode vir a ser
um potencial inibidor das proteinas Mk e GSTP1-1. Sendo, por esse motivo, uma promissora
molécula para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e menos danosos para o

tratamento de varios tipos de tumores.

O desenvolvimento de um tripeptideo para o tratamento do cincer € uma estratégia
bastante promissora para a industria farmacéutica. Porém, testes estudos adicionais sao

necessarios para certificar o real potencial inibitério da molécula projetada.
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