UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
INSTITUTO METROPOLE DIGITAL )
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOINFORMATICA

KATYANNA SALES BEZERRA

ESTUDO BIOQUIMICO QUANTICO DE INTERACOES ENTRE O RECEPTOR
ANDROGENCO, RNAr E MCL-1 E LIGANTES

NATAL — RN
2020



KATYANNA SALES BEZERRA

ESTUDO BIOQUIMICO QUANTICO DE INTERACOES ENTRE O RECEPTOR
ANDROGENCO, RNAr E MCL-1 E LIGANTES

Tese apresentada ao Programa de
Pés Graduacdao em Bioinformatica
como requisito para a obtencado do
titulo de Doutora.

Orientador: Prof. Dr. Umberto Laino Fulco (DBF/UFRN)

NATAL — RN
2020



KATYANNA SALES BEZERRA
ESTUDO BIOQUIMICO QAUANTICO DE INTERACOES ENTRE O RECEPTOR
ANDROGENCO, RNAr E MCL-1 E LIGANTES

Defesa de Doutorado apresentanda ao Programa de Pds-Graduacdo em Bioinformdtica da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

Area de concentragdo: Bioinformatica
Linha de Pesquisa: Biologia de Sistemas

Orientador: Prof. Dr. Umberto Laino Fulco

Natal, 24 de marco de 2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Umbecrto Laino Fulco
Presidente
Universidade l'ederal do Rio Girande do Norte

f/)// Uit p-A-

Prof. Dr. Rodrjgo Juliani Siqueira Dalmolin Prof. Dr. Eudenilson Lins de Albuquerque
Avaliador Interno Avaliador Externo ao Programa
Universidade Federal do Rio Grande do Universidade Federal do Rio Grande do
Norte Norte

M ( Toldon }%J'v‘\\\ =X 1Y

Prof. Dr. Valder Nogueira Freire
Avaliador Externo a Instituicdo
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Douglas Soares Galvio
Avaliador Externo a Institui¢do
Universidade Estadual de Campinas



Bezerra, Katyanna Sales.

Estudo bioquimico quantico de interag¢bes entre o receptor
androgénico, RNAr e MCL-1 e Ligantes / Katyanna Sales Bezerra. -
2020.

151f.: il.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Rio Grande do Norte,
Instituto Metrdpole Digital, Programa de PO Graduag¢do em
Bioinformadtica, Natal, 2020.

Orientador: Dr. Umberto Laino Fulco.

1. Proteinas — Tese. 2. DFT - Tese. 3. Interagldes — Tese. I.
Fulco, Umberto Laino. II. Titulo.

RN/UF/BCZM CDU 577:004.021




AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida.

Agradeco a minha familia pelo apoio, carinho e satisfacao durante todos os
momentos. A minha mae e meu pai por absolutamente tudo, a eles toda minha
gratiddo. As minhas irmas Thayse e Kamila e minha Tia Vera Lucia pelo desejo de
que tudo sempre desse certo. Agradeco também as minhas sobrinhas Isabella e

Caroline por proporcionarem momentos inesqueciveis.

Ao Prof. Dr. Umberto, pela paciéncia, pela compreensdo e confianca
empregada, sempre acreditando em mim mais do que eu mesma acreditava, serei
eternamente grata por todos os conhecimentos que adquiri a partir dos esforgos
constantes que o senhor proporciona a todos os seus alunos. Muito obrigada!

Ao Prof. Dr. Eudenilson por todo o conhecimento o qual compartilha

generosamente.
Ao Prof. Dr. Jonas pela ajuda constante.

Aos colegas do laboratério de Biofisica e Simulagdo Computacional que
compartilharam comigo esta jornada: Jéssica Vianna, Aranthya, Washington, Erika,
Emmanuel, John, Anne, Mylene, Daniel, Lucas, Aline, Sabrynna, Xavier e Camila.

Em especial minha amiga Jéssica pela amizade e confianca.
Ao Sr. Raimundo que com tanto zelo é um exemplo a ser seguido.
A CAPES pelo finaciamento da pesquisa.

Enfim, a todos que de alguma forma contribuiram e contribuem para a minha

formacao como pessoa e como futura pesquisadora.

A todos, muito obrigada!



“Aprender € a unica coisa de que a
mente nunca se cansa, nunca tem

medo e nunca se arrepende”

Leonardo da Vinci



LISTA DE FIGURAS

Figura 4.1 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos dois antagonistas e um agonista,
onde: (a) CPA, (b) HFT e (c) RLL, subdivididos em trés regides (I, Il, lll) para CPA e
HFT e quatro regides (I, Il, lll, IV) para o RLL. Também sdo mostradas (lado direito)
as suas densidades eletrbnicas de DFT projetadas em uma isosuperficie de
potencial eletrostatico. 64

Figura 4.2 Energia de interacao total (em kcal/mol) dos complexos RA-antagonistas
e RA-agonista em fungéo do raio de bolso de ligagdo r (em A) calculado usando o
funcional GGA B97D no esquema MFCC. 66

Figura 4.3 Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relacdo a
contribuicdo das energias de interacdo dos trés complexos bioldgicos: (a) RA-CPA
(em rosa), (b) RA-HFT (em azul) e (c) RA-RLL (em verde). Também sdo mostradas
as distancias minimas entre cada residuo e o ligante, bem como as regides e
atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no local de ligacdo. Além
disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados também
sdo representadas. 68

Figura 4.4 As principais interacdes comuns aos trés complexos avaliados: (a) CPA,
(b) HFT e (c) RLL. As linhas tracejadas correspondem as forcas de dispersdo de
london (laranja), ligacées de hidrogénio ndo convencionais (verde), alquil - 11 (rosa) e
ligacdes de halogénio (ciano). 71

Figura 4.5 As principais interagdes comuns aos complexos (a) RA-CPA e (b) RA-
HFT. Linhas tracejadas correspondem a ligac6es de hidrogénio ndo convencionais
(verde). 75

Figura 4.6 As principais interacdes comuns aos sistemas complexos (a) RA-CPA e
(b) RA-RLL. Linhas tracejadas correspondem a ligacdbes de hidrogénio nao
convencionais (verde) e forcas de dispersao de london (laranja). 76



Figura 4.7 As principais interacbes comuns aos sistemas complexos (a) RA-HFT e
(b) RA-RLL. As linhas tracejadas correspondem as ligacées de hidrogénio (azul) e

as forcas de dispersao de london (laranja). 77

Figura 4.8 As principais interagdes envolvendo cada sistema complexo
individualmente: (a) CPA; (b) HFT; (c) RLL. As linhas tracejadas correspondem a
hidrogénio ndo convencional (verde), forcas de dispersao de london (laranja), pontes
de sal (vermelho), ligacées de halogénio (ciano), alquil — 1T (rosa) e 1 - T interagdes
(amarelo). 80

Figura 5.1 Subunidade ribossomal 30S de Thermus thermophilus co-cristalizado com
higromicina B (PDB ID: 1HNZ). (a) Os residuos do bolso de ligagcao estao dentro do
circulo pontilhado de raio r ao redor da droga. (b) O bolso de ligacao da subunidade
30S para a higromicina B, que inclui os residuos mais importantes do RNAr 16S
ligados a esta droga: C1403, C1404, G1405, A1493, G1494, U1495, C1496 e
U1498. 84

Figura 5.2 Exemplo de calculo MFCC em que os efeitos de blindagem séao
importantes: o residuo A1518 (Ri) é blindado pelos nucleotideos G1405, U1406,
C1496 e G1497 (Rj), localizados préximos a higromicina B (L). 86

Figura 5.3 Estrutura quimica Unica da molécula de higromicina B e suas regides i
(verde), ii (amarela) e iii (azul). A imagem no canto inferior direito mostra a
densidade de elétrons da molécula hygB, projetada em uma isosuperficie de
potencial eletrostatico. Ele estd em um ambiente neutro ou levemente alcalino (pH
7,2-7,4), onde aproximadamente 61.85% dos conformes hygB estdo em um estado

carregado positivamente. 89

Figura 5.4 Energias de interacao em funcao do raio do bolso de ligacao r, para o

complexo higromicina B-30S. Cada curva apresenta resultados obtidos com um

valor diferente da constante dielétrica: 4 (traco), 10 (ponto), 20 (ponto-traco) e 40

(ponto-trago). Como ja relatado, o raio da bolsa de ligacdo corresponde a distancia

entre o centrdide da higromicina B e o residuo RNAr 16S mais distante considerado.
91



Figura 5.5 Painel grafico que descreve o0s nucleotideos energeticamente mais
relevantes dentro de um grande bolso de ligagdo (18.0 A), para uma constante

dielétrica igual a 40. 94

Figura 5.6 Imagens representando todos os contatos (ligacbes de hidrogénio
convencionais e nao convencionais) entre os residuos de RNAr 16S com a
higromicina B, no bolso de ligacdo da subunidade 30S. As distancias apresentadas
estdo em angstroms (A). (b) Potencial eletrostatico e densidade eletrdnica projetada
do complexo, destacando os principais residuos. Uma alta (baixa) densidade de
elétrons é representada na cor vermelha (azul), de acordo com a escala ao lado
direito. 96

Figura 6.1 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos compostos S63845 (a), AZD5991
(b) e AM-8621 (c) subdivididos em regides . Também sao mostradas (lado direito) as
suas densidades eletrdnicas de DFT projetadas em uma isosuperficie de potencial

eletrostatico. 107

Figura 6.2 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos compostos ECY (a), E4Q (b) e E4K
(c) e KJP (d) subdivididos em regides . Também sdo mostradas (lado direito) as suas
densidades eletrénicas de DFT projetadas em uma isosuperficie de potencial
eletrostatico. 108

Figura 6.3 Energia de interagédo total (em kcal/mol) dos complexos Ligante-MCL-1
em funcéo do raio de bolso de ligacédo r (em ) calculado usando o funcional GGA
B97D no esquema MFCC. Duas constantes dielétricas sao consideradas: 10 (a) e
40 (b). 111

Figura 6.4 Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relacdo a
contribuicdo das energias de interacdo de trés complexos bioldgicos: (a) S63845
(em rosa), (b) AZD5991 (em amarelo) e (c) AM-8621 (em ciano). Também sao
mostradas as distancias minimas entre cada residuo e o ligante, bem como as
regides e atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no local de ligagao.
Além disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados
também sao representadas. 113



Figura 6.5 Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relacdo a
contribuicao das energias de interacao de quatro complexos biologicos: (a) ECY (em
verde), (b) E4Q (em laranja) e (c) E4K ( em cinza) e (d) KJP (em azul). Também sao
mostradas as distancias minimas entre cada residuo e o ligante, bem como as
regides e atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no local de ligagao.
Além disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados

também sao representadas. 114

Figura 6.6 Painel demonstrando os residuos comumente mais relevantes a pelo

menos quatro compostos. 117

Figura 6.7 Trés principais interacdes para os compostos (a) S63845, (b) AZD5991 e
(c) AM-8621. Linhas tracejadas correspondem a ligagdes de hidrogénio nao

convencionais (verde) e forgas de dispersdo de London (laranja). 120

Figura 6.8 Trés principais interacdes para os compostos (a) ECY (b) E4Q. Linhas
tracejadas correspondem a ligacbes de hidrogénio ndo convencionais (verde) e

forcas de disperséo de london (laranja). 121

Figura 6.9 Trés principais interagcées para os compostos (a) E4K (b) KJP. Linhas
tracejadas correspondem a ligacbes de hidrogénio ndo convencionais (verde) e

forcas de dispersao de london (laranja). 122



Arg
BIRD
Cys
CaP
CRPC
Asp
DBD
DFT
DNA
Glu
RA
Phe
Gly
GGA
His
HFT

lle
INCA
Lys
Leu

LBD

LISTA DE ABREVIACOES

Aminoacido Alanina

Aminoacido Arginina

Binding site, Interaction energy and Residues Domain
Aminoacido Cisteina

Céncer de Prostata

Cancer de Proéstata Resistente a Castracao
Aminoéacido Aspartato

Dominio de Ligagdo de DNA

Teoria do Funcional de Densidade
Acido desoxirribonucleico

Aminoacido Glutamina

Receptor Androgénico

Aminoéacido Fenilalanina

Aminoacido Glicina

Aproximacao do Gradiente Generalizado
Aminoacido Histidina

Hidroxiflutamida

Aminoécido Isoleucina
Instituto Nacional do Cancer
Aminoécido Lisina
Aminoécido Leucina

Dominio de Ligacao ao Ligante



Met
MFCC
MCL-1
OMS
PSA
Pro
PDB
RCSB
RNA
RNAmM
RNAr
RNAt
Ser
Tyr
Val
Trp

Thr

Aminoacido Metionina

Fracionamento Molecular por Capas Conjugadas
Myeloid Cell Leukaemia-1

Organizacao Mundial da Saude

Antigeno Prostéatico Especifico

Aminoacido Prolina

Protein Data Bank

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Acido Ribonucleico

Acido Ribonucleico tipo mensageiro

Acido Ribonucleico

Acido Ribonucleico

Aminoacido Serina

Aminoacido Tirosina

Aminoacido Valina

Aminoécido Triptofano

Aminoacido Treonina



LISTA DE TABELAS

Tabela 5.1 Energias de ligacao individuais de todos os nucleotideos de RNAr 16S
localizados em um raio até 18.0 a partir do centréide da molécula hygB. Resultados
obtidos através da abordagem MFCC, usando constantes dielétricas de 1, 4, 10, 20
e 40. 92



RESUMO

Esta tese apresenta trés pesquisas realizadas no campo da simulagdo ab initio,
baseadas em principios da Mecénica Quéantica. O primeiro estudo retrata as
particularidades das interacées entre o receptor androgénico (RA) carregando uma
mutacao T877A, cuja qual promove promiscuidade no receptor, e dois farmacos
antagonistas acetato de ciproterona e hidroxiflutamida (CPA e HFT) e um composto
agonista (RLL). As energias de interacao foram obtidas com base em métodos da
quimica quantica baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) utilizando o
método de Fragmentacdo com Capas Conjugadas (MFCC). Os resultados
demonstram a relevancia individual entre T877A-RA e os ligantes, apontando os
principais residuos que perfazem as interagdes. O segundo estudo apresenta a
andlise da interagdo entre RNA ribossémico 16S e a higromicina B (hygB) € um
antibiético aminoglicosideo que afeta a translocacdo ribossémica, utilizando a
estratégia MFCC a luz do DFT e parametrizacdes de constantes dielétricas. Os
resultados apontaram que os nucleotideos C1403, C1404, G1405, A1493, G1494,
U1495, C1496 e U1498 tinham as energias de ligacdo mais negativas, tornando-os
fortes candidatos para estabilizar o hygB em uma bolsa de ligacao adequada da
subunidade ribossémica 30S dos procariontes. Ja o terceiro trabalho apresentado
aqui investiga as interacoes entre a proteina anti-apoptética MCL-1, a qual sua
superexpressao tem a capacidade de bloquear a via de sinalizagdo da apoptose
permitindo o crescimento celular desordenado, e sete compostos quimicos com
potencial para inibir a proteina. A metodologia utilizada aqui também utiliza métodos
quanticos baseados no DFT, além do MFCC. Os resultados apontaram que o0s
residuos Arg263, Met231, Val253 Phe270, Phe228, Phe254, Leu267 e Thr266 sao
de crucial importancia para a ligagdo dos inibidores ao bolso hidrofébico de MCL-1.
Os métodos computacionais utilizados nos trés estudos emergem como uma
alternativa elegante e eficiente para o desenvolvimento de medicamentos.
Palavras-chave: DFT, MFCC, energias de interagdo, Receptor Androgénico, RNAr,
MCL-1.



ABSTRACT

This thesis presents three researches carried out in the field of ab initio simulation,
based on principles of Quantum Mechanics. The first study present the particularities
of the interactions between the androgen receptor (AR) carrying a T877A mutation,
which promotes promiscuity in the receptor, and two antagonist drugs cyproterone
acetate and hydroxyflutamide (CPA and HFT) and an agonist compound (RLL). The
interaction energies were obtained based on quantum chemistry methods based on
Density Functional Theory (DFT) using the method Molecular Fragmentation with
Conjugated Caps (MFCC). The results demonstrate the individual relevance between
T877A-AR and the ligands, pointing out the main residues that make the
interactions. The second study presents the analysis of the interaction between 16S
ribosomal RNA and hygromycin B (hygB) is an aminoglycoside antibiotic that affects
ribosomal translocation, using the MFCC strategy in light of the DFT and
parameterization of dielectric constants. The results showed that nucleotides C1403,
C1404, G1405, A1493, G1494, U1495, C1496 and U1498 had the most negative
binding energies, making them strong candidates for stabilizing hygB in a suitable
binding pouch of the 30S ribosomal subunit of prokaryotes. The third work presented
here investigates the interactions between the anti-apoptotic protein MCL-1, which
overexpression has the ability to block the apoptosis signaling pathway allowing for
disordered cell growth, and seven chemical compounds with the potential to inhibit
the protein . The methodology used here also uses quantum methods based on DFT,
in addition to MFCC. The results showed that the residues Arg263, Met231, Val253
Phe270, Phe228, Phe254, Leu267 and Thr266 are of crucial importance for the
binding of inhibitors to the hydrophobic pocket of MCL-1. The computational methods
used in the three studies emerge as an elegant and efficient alternative for drug
development.

Keywords: DFT, MFCC, interaction energies, Androgenic Receptor, rRNA, MCL-1.
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1.1 Introducao

Atualmente o mundo vem enfrentando diversos desafios no campo da saude. Estes
problemas variam entre surtos de doencas contagiosas, doencas evitaveis por
vacinacdo, aumento da resisténcia a antimicrobianos, altos indices de obesidade,
poluicdo ambiental, além do impacto de doencas sistémicas como o cancer, por
exemplo.

No intuito de aprimorar o enfrentamento destas doencas a OMS (Organizacao
Mundial da Saude) divulgou um relatério listando as dez maiores problematicas a
serem estudadas e, consequentemente, combatidas. Entre estas doencas estdo a
resisténcia a antibidticos e o cancer (OMS,2019).

A resisténcia, pelas bactérias patogénicas aos farmacos antimicrobianos é,
nos dias de hoje, uma das grandes ameacas a saude em todo o mundo, estando
cada vez mais dificil tratar infecgcdes por meio de farmacos eficazes (Zaman et al.,
2017; Ventola, 2015).

A lista de infecgbes dificeis de serem tratadas devido a resisténcia é
crescente, sendo a problematica levada a niveis perigosos, onde estima-se que 10
milhdes de pessoas podem morrer por ano até 2050 (OMS, 2019). Apesar disso,
poucos avancos tém sido observados no desenvolvimento de novas terapias
farmacolégicas para combater o problema e atualmente tem-se enfrentado uma
escassez de antibidticos.

O céncer é uma doenca provocada pela multiplicacdo descontrolada de
células do organismo (Braot, 2013; Rosales-hernadez, et al, 2009). As células
cancerosas tém inibidos os mecanismos que regulam o crescimento e a
multiplicacdo, devido normalmente a danos do material genético celular. Estes
danos sao causados, dentre outros fatores, por agentes externos, como o fumo,
radiacao solar, virus ou alimentagdo. Atualmente, a doenga é uma das principais
causas de morte no mundo.

Estima-se que no Brasil, biénio 2019-2020, havera a ocorréncia de cerca de
600 mil novos casos de cancer, para cada ano. O perfil epidemiolégico observado no
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pais demonstra que os tipos mais frequentes em homens serdo prostata, pulmao,
intestino, estbmago e cavidade oral. Ja em mulheres, os canceres de mama,
intestino, colo do utero, pulmao e estémago figurarao entre os principais tipos (INCA,
2019).

Atualmente, os tratamentos disponiveis contra o cancer, de maneira geral,
ndao demonstram a eficacia pretendida, esclarecendo o grande interesse no
desenvolvimento de novos agentes anticancer. Mesmo com diversas opcdes no
mercado farmacéutico, a complexidade da doenca dificulta a descoberta de novos
tratamentos (Begley; Ellis, 2012).

No enfoque destas probleméaticas é necesséario o conhecimento preciso da
bioquimica estrutural dos compostos utilizados como agentes anticancer, bem como
seus mecanismos de ligacéo, levando a uma melhor compreensao da acao destas
moléculas.

Assim, a utilizacdo de ferramentas computacionais baseadas em modelagem
molecular e, adicionalmente, quimica quéntica, podem ser promissoras, visto que
sdo uma alternativa simples e eficiente para o entendimento e desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos (Roche, 2008; Russo, 2002).

Logo, observa-se que o emprego de metodologias de modelagem molecular
permite gerar conhecimentos sobre fatores estruturais, parametros geométricos e
energéticos, propriedades eletrdnicas fundamentais para o estudo de moléculas
isoladas ou mesmo sistemas macromoleculares complexos. Diante disso, neste
trabalho, sédo utilizadas técnicas quanticas de modelagem molecular no estudo das
energias de interacdo de modelos biolégicos complexos envolvendo o receptor
androgénico e compostos antagonistas e um agonista, RNA e um aminoglicosideo e
a proteina antiapoptética MCL-1 e inibidores.
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1.1 Escopo da Tese

Esta tese compreende a descricdo do trabalho desenvolvido pela discente
Katyanna Sales Bezerra em seu doutoramento no campo da modelagem molecular,
sendo executado no Laborat6rio de Biofisica e Computacao
Cientifica/DBF/CB/UFRN. O trabalho aqui demonstrado foi dividido entre as

seguintes secoes:

Em um primeiro momento é exposto o referencial tedrico para toda a

abordagem deste trabalho bem como os objetivos que concernem o mesmo.

A seguir, é apresentado o trabalho Energias De Interacdo Entre Dois
Antiandrogénicos E Um Agonista Do Receptor Androgénico na Presenca da
Mutacao T877A no Cancer de Préstata: Uma Analise Quimica Quantica, onde a
partir de métodos da mecénica quéantica baseada na Teoria do Funcional da
Densidade (DFT) e na técnica MFCC (Fracionamento Molecular com Caps
conjugado) foram desvendas as interacdes energéticas entre dois antagonistas e um
agonista do receptor androgénico (RA).

Logo depois sdo expostos os resultados do trabalho Energia Da Interacao Do
RNA com o Aminoglicosideo Higromicina B Calculado Dentro de uma Estrutura DFT,
no qual avaliamos as peculiaridades que envolvem a interacdo entre 0 RNAr e um
aminoglicosideo, também utilizando métodos quanticos como DFT e a técnica
MFCC.

Seguindo a esquematica, em outro momento apresenta-se o trabalho
Investigacdo das Energias de Interacdo Entre a Proteina Anti-Apoptética MCL-1 e
Inibidores, que descreve-se o emprego de métodos da bioquimica quéantica baseada
modelo DFT e da técnica MFCC para avaliar as interagdes entre a proteina MCL-1 e
sete inibidores.

Por fim, sdo expostas as conclusdes finais e perspectivas obtidas neste
trabalho.
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2. Referencial Teoérico
2.1 Cancer de Prostata

E evidente que o cancer é um problema de salde publica, principalmente entre os
paises em desenvolvimento, onde espera-se que, nas proximas décadas, o efeito do
cancer na populacao chegue a 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos
estimados para 2025. Em homens brasileiros, as maiores frequéncias de casos de
cancer encontradas sdo préstata, pulmao, intestino e estbmago. No Brasil, em 2018,
15.391 homens morreram vitimas do cancer de prostata (CaP) e espera-se que para
cada ano do triénio 2020-2022 ocorram 65.840 novos casos da doenca,
correspondendo a um risco estimado de 62,95 casos novos a cada 100 mil homens
(INCA, 2020).

A préstata é uma pequena glandula localizada na pelve masculina. Ela é
responsavel em produzir 40% a 50% dos fluidos que constituem o sémen ou
esperma (Calvete et al., 2003). Esta glandula tem varias funcdes Uteis: participa do
controle da producdo de urina da bexiga e na transmissdo do liquido seminal
durante a ejaculagdo, como glandula exdcrina, contribui para o plasma seminal um
espectro de pequenas moléculas e enzimas como fibrinolisina, coagulase entre
outras que facilitam a fertilidade e estdo envolvidas na coagulagéo (Yin et al., 2008).
Além disso, o liquido prostatico protege a viabilidade espermatica, reduzindo a
acidez da uretra, também promove e melhora a motilidade espermética. Como
glandula endécrina, auxilia no metabolismo rapido da testosterona para
diidrotestosterona androgénica mais potente e, portanto, também influencia funcdes
hipotalamicas e hipofisarias, e atua como um agente antibacteriano. A préstata é
sede de trés principais causas de morbidade em homens: hiperplasia prostatica
benigna, cancer de préstata e prostatite (Cuzick et al, 2014).
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O céancer de préstata € uma doenca heterogénea compreendendo a agao de
fatores genéticos e ambientais, A etiologia do cancer de prostata nao é totalmente
compreendida. A doenca esta intimamente associada a idade do paciente, sendo
este o fator de risco mais significativo para o desenvolvimento do CaP, com uma
prevaléncia de aproximadamente 35% em homens entre 60-69 anos e 46% em
homens de 70 a 81 anos (Yin et al., 2008), ja a incidéncia da doenca é 1,56 vezes

maior em negros quando comparado ao da populacédo caucasiana.

Pacientes com histérico familiar de CaP apresentam um risco estimado em
até 3,5 vezes maior de desenvolver a doenca (Johns LE, Houlston, 2003), o risco
relativo € maior em homens que tem parentes de primeiro grau acometidos pela
doenca. A histéria familiar é evidentemente importante, mas apenas 35% do risco
familiar é atualmente explicado por genes conhecidos. Embora rara, a mutacéo
BRCAZ2 confere um risco 8,6 vezes maior em homens com menos de 65 anos de
idade, outras mutacbes tais como, BRCA1, HOXB13, NBS1 e CHEK28 séao
relatadas por promoverem aumento apreciavel do risco em desenvolver CaP (Cuzick
et al, 2014).

Estudos demonstraram que o tabagismo é um fator de risco significativo para
cancer de prostata fatal, assim como também ha grandes evidéncias de que o
excesso de peso ou a obesidade aumentam o risco de desenvolver a doenga (Islami
et al, 2014). Além disso, também ¢é relatada a influéncia da vasectomia no
surgimento do cancer de préstata, isso provavelmente deve-se a alteracées nos
niveis do horménio testosterona em homens submetidos a este tratamento (Honda
et al. 1988; John et al. 1995).

2.1.1 Sintomas, Triagem e Diagndstico Do Cancer De Prostata
O paciente com céancer de préstata precoce é geralmente assintomatico, entretanto,

os sintomas do CaP associados ao aumento da préstata podem ocorrer na doenca
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em estagio inicial e avancado, e incluem as seguintes caracteristicas (Merriel;
Funston; Hamilton, 2018):

¢ Miccao frequente durante o dia e a noite

e Dificuldade em iniciar, manter ou interromper o fluxo da urina
e Fluxo de urina fraco ou interrompido

e Esforgo para urinar

¢ Incapacidade de urinar (retencao urinaria)

e Perda de controle durante a micgéao

e Dificuldade em urinar em pé

e Dor ao urinar ou ejacular

e Presencga de sangue na urina ou no sémen.

s

E necessario enfatizar que muitos destes sintomas também podem ser atribuidos a
condicdes benignas da préstata.

J& os sinais e sintomas do cancer de prostata em estagio avancado (chamado

cancer metastatico da préstata) incluem também (Merriel; Funston; Hamilton, 2018):

e Dor nos 0ssos progressivamente intensa, principalmente na regidao lombar
e Perda de peso inexplicavel

e Fadiga

e Falta de ar ao realizar atividades previamente bem toleradas

¢ Inchacgo das pernas relacionado a obstrugéo do tecido linfatico.

Atualmente observa-se que ha um aumento nas taxas de incidéncia do CaP,
principalmente em paises desenvolvidos, isso deve-se, entre outras causas, a
evolucao dos métodos diagnésticos (Eastham, 2017). O método de triagem mais

conhecido para a investigacdo da doenca é a dosagem de PSA (Antigeno Prostéatico
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Especifico), uma serino protease que liquefaz o coagulo seminal, sendo produzida
por células normais e malignas da préstata. Como tal, € especifico da prostata, mas

nao € especifico do cancer de préstata.

O PSA que circula no sangue ¢€ inativo e é encontrado, principalmente, em
complexo com os inibidores de protease al-antiquimotripsina e a2-macroglobulina.
O restante circula como PSA livre (ndo ligado), que é rapidamente eliminado do
sangue por filtragcdo glomerular com uma meia-vida estimada de 12 a 18 horas. A
eliminacdo do PSA ligado aos inibidores da protease é lenta (meia-vida estimada de
1 a 2 semanas), e também é amplamente eliminada pelos rins (Carlsson et al, 2014).

O teste de PSA foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA em 1994 para a detecgao precoce do cancer de préstata (Eastham, 2017). O
uso generalizado do teste PSA aumentou significativamente a proporgdo de homens
diagnosticados com cancer em estagio inicial, com mais de 80% dos canceres
diagnosticados recentemente sendo clinicamente confinados em 6rgaos. O PSA
sérico esta fortemente correlacionado com o risco e o resultado do cancer de

préstata (Carlsson et al, 2014).

Apesar do PSA ser o marcador mais utilizado no auxilio ao diagnéstico do
cancer de préstata, sozinho, seu nivel elevado ndo define necessariamente que o
individuo esta acometido pelo cancer de prostata. O aumento nos niveis de PSA no
CaP é causado pelo aumento da producédo de PSA e pela ruptura do tecido entre a
préstata e os capilares, permitindo assim a presenca de mais PSA no soro, no
entanto, outros fatores podem aumentar os niveis de PSA, tais como, manipulacdes
da préstata (exame do toque retal, bidpsia), prostatite, hiperplasia prostatica benigna
(BPH) e ejaculacdao (Kachur, 2018; Eggener; Cifu; Nabhan, 2015; Andriole;
Marberger; Roehrborn, 2006). Em 2017 a U.S. Preventive Services Task Force
(USPSTF) recomendou, a partir da emissao de uma diretriz, que homens com idade
entre 55 a 69 anos devem ser informados sobre os beneficios e maleficios da
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triagem para o cancer de préstata e oferecer testes de PSA, se assim o desejarem
(USPSTF, 2016). Por outro lado, é importante enfatizar que o éxito do tratamento do

cancer esta imediatamente relacionado a detecgéo precoce da doenca.

Outro exame utilizado para o rastreio do CaP é o toque retal, que consiste em
um procedimento simples utilizado para examinar o reto inferior e outros érgaos
internos. E uma maneira rapida e facil de verificar a satde da préstata do homem,
sendo o teste mais utilizado para tal, apesar de suas limitacées, ja& que somente as
porcdes posterior e lateral da prostata podem ser palpadas, deixando de 40% a 50%
dos tumores fora de alcance. As estimativas de sensibilidade deste exame variam
entre 55% e 68% e seu valor preditivo positivo é estimado entre 25% a 28% (Merriel;
Funston; Hamilton, 2018; INCA, 2002).

Ambas as recomendacOes de triagem visam equilibrar os beneficios da
deteccdo do cancer de prostata para prevenir a mortalidade, porém, nenhum dos
dois exames tém 100% de precisdo. Assim, podem ser oportunos exames

complementares (Kachur, 2018).

A biépsia é o unico método eficiente na confirmacéao do cancer. A retirada de
amostras de tecido da glandula para analise é feita com auxilio da ultrassonografia.
Outros exames de imagem também podem ser auxiliares no diagnéstico, como
tomografia computadorizada, ressonancia magnética e cintilografia éssea (Kachur,
2018).

2.1.2 Tratamento

Devido a sua heterogeneidade, o tratamento do CaP tem demonstrado ser um
desafio importante, para o qual selecao cuidadosa do regime de tratamento mais
adequado é necessario. Atualmente, a selecdo da terapia é baseada em
estadiamento e estado geral de saude do paciente. CaP localizado e de baixo risco

€ geralmente gerenciado por vigilancia ativa. Para intermediarios e especialmente
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doenca de alto risco, € necessaria terapia mais invasiva, onde a cirurgia ou
radioterapia sao atualmente as opcbes padrdao de tratamento. No cenario
metastatico, a terapia de privagdo a andrégenos é o tratamento principal, visando a
sinalizacao do receptor androgénico (RA) (Helsen et al., 2014).

Desde a década de 1940, as terapias, destinadas a bloquear a atividade da
RA, vem sendo utilizadas, onde altas doses de estrogénio eram administradas com
o intuito de criar um estado de privagcdo de andrdégenos no tumor (Huggins, 1942).
Este método foi aprimorado ao longo dos anos e levou ao uso de agonistas do
hormonio liberador de horménio luteinizante que interferem no eixo hipotalamico-
hipofisario, levando a privagcao de androgenos. Isso inicialmente leva a regressao do
tumor, mas eventualmente o tumor se adapta aos baixos niveis de andrdgeno,
desenvolvendo uma maneira alternativa de ativar ou ignorar o RA (Higano;
Crawford, 2011; Massard; Fizazi, 2011). Esta fase da doenca é definida como

cancer de préstata resistente a castragéao (CRPC).
2.1.3 Receptor Androgénico

O receptor de andrégeno (RA) € um membro da superfamilia de esteroides e
receptores nucleares, a qual € composta por mais de 100 membros. Entre essa
grande familia de proteinas, apenas cinco receptores esteroides sdo encontrados
em vertebrados - estrogénio, progesterona, androgénio, glicocorticdide e receptores
mineralocorticéides - sdo conhecidos (Singh; Gauthier; Labrie, 2000). A funcao de
RA é regulada pela ligacao de andrdégenos, que inicia alteracbes conformacionais
sequenciais do receptor que consequentemente afetam as interacdes proteina-

receptor e interacoes DNA- receptor (Freedman, 1998).

E caracterizado como uma proteina sollvel que atua como um fator de
transcricdo intracelular representado por 919 aminoacidos, com o gene RA
localizado no cromossomo X (Gao et al, 2005). O gene RA estd envolvido em

muitas atividades bioldgicas, incluindo papéis importantes no desenvolvimento e
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suporte  dos sistemas  biolégico  reprodutivo, cardiovascular, neuro-

musculoesquelético, hemopoiético e imunoldgico.

RA é expresso principalmente em tecidos-alvo androgénicos, como préstata,
tecido musculo esquelético, figado e sistema nervoso central (SNC), com o mais alto
nivel de expressdo observado na préstata, glandula adrenal e epididimo (Keller;
Ershler; Chang, 1996). Este receptor pode ser ativado pela ligagcdo de andrégenos
enddgenos, incluindo testosterona e  5a-di-hidrotestosterona  (5a-DHT).
Fisiologicamente, o RA funcional € responsavel pela diferenciacdo sexual no utero e
alteracdes puberais masculinas. Nos homens adultos, o andrégeno € principalmente
responsavel por manter a libido, espermatogénese, massa e forca muscular,
densidade &6ssea mineral e eritropoise. (Goodman et al, 2001). As acdes do
andrégeno nos tecidos reprodutivos, incluindo préstata, vesicula seminal, testiculo e
estruturas acessorias, sao conhecidos como efeitos androgénicos, enquanto os
efeitos de retencdo de nitrogénio do androgénio nos musculos e 0sSs0s Ssao
conhecidos como efeitos anabdlicos (Gao et al., 2005).

Semelhante a outros receptores nucleares, estruturalmente o RA possui trés
dominios funcionais principais: um dominio N-terminal seguido por um dominio de
ligagdo ao DNA (DBD) estritamente conservado, uma regidao de dobradica curta e
um dominio de ligagcéo ao ligante na regiao C-terminal (LBD, do inglés ligand binding
domain) (Nadal et al, 2017).

O dominio N-terminal da RA é variavel e apresenta uma funcado moduladora,
com a regidao DBD caracterizada por dois zinc fingers que reconhecem sequéncias
especificas de DNA (Davey; Grossmann, 2016). Esses zinc fingers favorecem a
ligacdo do gene RA as regides promotora e potenciadora dos genes regulados por
RA, permitindo a ativacdo das funcdées de dominios de ligacdo N-terminal e de
ligacdo a ligantes, promovendo ou dificultando a transcricdo desses genes. O
dominio de ligagdo ao ligante consiste em onze hélices a e quatro folhas B curtas

com uma cavidade central de ligagao ao ligante. Os residuos das hélices RA-LBD 3,
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5 e 11 estao diretamente conectados ao ligante, enquanto os modelos de mutacéo
mostram que a integridade do dominio de ligacdo ao ligante é essencial para um
sistema complexo adequado de ligacao ao ligante (Gao et al, 2005). Além desses
dominios, duas funcbes de ativagao transcricional fazem parte do RA: a funcao de
ativagédo 1 (AF-1), localizada no dominio N-terminal que normalmente esta ativo, e a
funcéo de ativagdo dependente de ligante 2 (AF-2), localizado no dominio de ligacéao
ao ligante, caracterizado por uma superficie hidrofébica composta por hélices 3, 4 e
12, de importancia significativa para a instalacao do local de ligacao do co-regulador.
Além disso, o ultimo desempenha um papel importante nas interagdes que ocorrem
entre os dominios de ligagdo da porcao N-terminal e os ligantes (Davey et al, 2016,
Slagsvold et al, 2000).

Assim como outros receptores esterdides, o RA nado ligado esta
principalmente localizado no citoplasma e associado a um complexo de proteinas de
choque térmico (HSPs) através de interagdes com o dominio de ligacao ao ligante.
Ap6s a ligacdo de um agonista, o receptor passa por uma série de alteracdes
conformacionais: as proteinas HSPs dissociam-se do RA, e este, por sua vez, sofre
dimerizacao, fosforilacdo e translocacao para o nucleo, mediado pelo sinal de
localizagédo nuclear (Gao et al., 2005). O receptor translocado liga-se ao elemento de
resposta androgénica (ARE), que é caracterizado pela sequéncia consenso de seis
nucleotideos 5-TGTTCT-3' espacada por trés nucleotideos aleatérios estando
localizado na regido promotora ou potenciadora dos alvos do gene RA. O
recrutamento de outros coreguladores de transcricdo (incluindo coativadores e
corepressores) e a maquinaria transcricional garantem ainda a transativacdo da
expressdao génica regulada por RA. Todos esses processos sdo iniciados pelas
alteragdes conformacionais induzidas pelo ligante no dominio LDB (Heinlein; Chang,
2002; Shang et al, 2002; Gao et al, 2005).

Logo, o receptor androgénico é um elemento determinante para a transcricao

nuclear na préstata, sendo expresso em todas as formas e estagios histolégicos do
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cancer de prostata. Atuando para regular a propagacao das células cancerigenas
ativando a quinase, além de permitir a expressao de inibidores do ciclo celular,
proporcionando um controle negativo da proliferacao celular (Culig et al, 2000).

2.1.4 Terapias Direcionadas a RA

Como os andrégenos tém um papel central no desenvolvimento da préstata e
carcinogénese da prostata, o RA é o alvo fundamental da terapia sistémica para
CaP (Taplin; Balk, 2004). O RA é um fator de transcricao dependente de ligante que
€ ativado quando os andrégenos estao presentes (Helsen et al. 2014). Em resposta
a ligacao de androgénio, ele pode iniciar a expressao de genes que contém
elementos de resposta, que sdo reconhecidos pelo receptor (Denayer et al., 2010).
De fato, em células da préstata, o receptor androgénico controla o equilibrio entre a
diferenciacdo e a proliferacdo celular. No tecido prostatico normal, a agdo do
receptor esta ligada a diferenciacdo, ja durante o CaP, desde a fase inicial ao
avancado, a acao esta gradualmente relacionada a proliferacdo. Essa mudanca é
acompanhada de uma regulacao negativa de genes que suportam a diferenciacao e,
também, da regulacao positiva de genes que promovem proliferagdo (Hendriksen et
al., 2006). Assim, o crescimento descontrolado de células associado ao CaP é
refletido por uma mudanca no programa de transcricdo de RA em direcdo a um
conjunto de genes proliferativos (Wang et al., 2009).

Levando em consideracdo o fato de que os andrdégenos e as vias de
sinalizagcdo de RA sao considerados os elementos oncogénicos cruciais na
carcinogénese da préstata, eles constituem um alvo importante em relagdo ao seu
tratamento (Massard et al., 2011). No contexto metastatico, a terapia de privacao de
androgenos (ADT) é a terapia predominantemente utilizada, consistindo na redugao
dos niveis de horménios androgénicos por meio de cirurgia ou medicamento usado
para inibir o crescimento de células cancerigenas (Higano2011), o cenario
farmacéutico, incluindo também o uso de castragdo quimica e antiandrogénicos.

Castracao quimica refere-se ao uso de agonistas do hormonio liberador do horménio
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luteinizante (LHRH), interferindo no testiculo do eixo hipotédlamo-hipéfise, causando
privacao de androgénio.

Antiandrogénios ou antagonistas de RA impedem que os androgénios
promovam sua fungdo biolégica por ligacdo direta, inibindo competitivamente a
ligacdo do andrégeno ao receptor de androgénio (Helsen et al., 2014). Sao uteis no
tratamento de céncer de préstata, hiperplasia benigna da proéstata, puberdade
precoce e calvicie masculina, assim como hirsutismo nas mulheres e acne em
ambos os sexos. O mecanismo de acado dos antagonistas da RA impede a indugao
de uma série de mudancas conformacionais que protegem os RAs contra a
degradacao de proteinas, isso resulta em uma regulacdo negativa do receptor ou na
incapacidade do RA em eliminar seus HSPs, bloqueando a homodimerizagdo ou
modificando as alteracbes conformacionais, de modo que a ligacdo dos
coreguladores ndo seja mais possivel. A alteracdo das mudancas conformacionais
também pode resultar em um aumento do acesso do RA as fosfatases, o que
impediria a fosforilacao e a transativagéo do receptor (Sanderson, 2015).

Os antiandrogénicos sao estruturalmente de duas classes diferentes: os

esteroidais e 0s nao esteroidais.

A classe de antiandrogénios esteroidais permite a inibicado do feedback
negativo do hipotalamo, levando a uma redugdo nos niveis plasmaticos de
testosterona. Em analogia a estrutura dos andrdégenos, os primeiros antiandrogénios
esteroidais continham um esqueleto esterdide para garantir a ligacdo ao receptor.
Varios antiandrogénios esterdides (acetato de ciproterona , acetato de megestrol e
acetato de medroxiprogesterona) foram inicialmente utilizados para obter 0 maximo
bloqueio androgénico em pacientes, no entanto, graves desvantagens como
hepatotoxicidade, interferéncia na libido, além de efeitos colaterais cardiovasculares
reduziram seu uso clinico (Helsen et al., 2014).
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O acetato de ciproterona (CPA) é um antiandrégeno esteréide que foi
inicialmente desenvolvido como um agente sintético gestagénico que teria a funcao
de atuar como contraceptivo, mas estudos levaram a sua identificagdo como um
inibidor competitivo do receptor de andrégeno. O CPA (Cyprostat® ou Androcur®) é
um derivado sintético da progesterona com atividade antiandrogénica e
progestdgena usada em situagcdes em que existe dependéncia androgénica, sendo
conduzido ndo apenas no cancer de prostata, mas também na acne grave,
hirsutismo feminino e precoce puberdade, entre outros (Singh et al., 2000). O
tratamento com CPA mostrou resultados promissores quando administrado em
monoterapia com privacdo de androgénio para o cancer de préstata avancado e é
uma droga interessante para o tratamento da doenca. Infelizmente, leva a efeitos
colaterais indesejados, como hepatotoxicidade, aumento do risco de
tromboembolismo, inibicdo da espermatogénese e problemas cardiovasculares
(Chen et al., 2017).

Quanto a classe de antiandrégenos nao esterdides, as funcées androgénicas
sao inibidas no hipotalamo e nos tecidos-alvo, de modo que os sinais de feedback
negativo sdo bloqueados e a formacao de testosterona € aumentada nos testiculos
(Chen; Clegg; Scherb, 2009). A flutamida (Eulexin® e Drogenil®) foi o primeiro
antiandrogénio ndo esterdide a ser desenvolvido. E uma pré-droga cujo metabdlito
ativo (hidroxiflutamida) atua inibindo a ligacdo da testosterona e 5a-di-

hidrotestosterona (DHT) para o receptor de androgénio.
2.1.5 Mutacoes do RA

A atividade de RA pode ser aprimorada nao apenas por esterbides produzidos
nos testiculos e glandulas supra-renais, mas também por andrégenos que sao
sintetizados pelo préprio tumor (Helsen et al., 2014). Dessa forma, o tumor suporta
sua propria atividade de RA nao controlada, levando ao CRPC. O termo CRPC foi
introduzido com a constatacdo de que a producao de andrdégenos é significativa na

resisténcia das células do cancer de préstata a terapia de privacdo a andrégenos
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(ADT). Esta condicdo é comumente encontrada em pacientes submetidos a terapia
prolongada e é uma forma letal da doenca com possibilidades limitadas de
tratamento. Muitos mecanismos foram sugeridos na tentativa de elucidar o
surgimento do CRPC. Uma das explicacbes possiveis explora a ocorréncia de
mutacdes RA, resultando em alteracdes constitutivas principalmente no dominio
LDB (Taplin et al., 1999). Em certos casos, essas mutacdes no RA tornam o receptor
promiscuo, sendo ativado por uma grande quantidade de ligantes que levam a
ativacdo anormal da sinalizagdo do RA no CRPC (Zhou2010).

Essas mutacbes parecem ser o resultado da pressao seletiva induzida pelo
préprio tratamento e, em alguns casos, 0s receptores mutantes podem ser ativados
por ligantes alternativos, incluindo antiandrogénicos utilizados na terapia (Taplin et
al., 1999). A maioria das mutacoes identificadas até o momento no cluster da regiao
LBD do receptor, parecem oferecer uma vantagem no crescimento celular devido a
especificidade reduzida do ligante, aumento da sensibilidade a andrégenos e
aumento da atividade constitutiva (Shi et al., 2002). Alguns estudos tém determinado
a ocorréncia de respostas das células do cancer de préstata a varios ligantes do RA
(Coutinho-Camillo et al., 2006).

A mutacao mais frequentemente relatada, associada ao cancer de prostata, é
uma substituicdo de treonina por alanina em aminoacido 877 (T877A). A mutacao
T877A parece ser mais prevalente em pacientes que recidivam apds o tratamento
com o agente antiandrogénico hidroxifutamida (Taplin et al., 1999) e, estudos in vivo
demonstraram que quando comparado ao receptor do tipo selvagem (sem mutacao),
o0 receptor mutante aumentou a atividade transcricional na presengca de outros
hormonios esterdides, como estradiol e progesterona e também ao antiandrogénio

como acetato de ciproterona (Brooke et al., 2015).
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2.2 Resisténcia a Antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é antiga caracterizando-se como um problema
dindmico e crescente. As causas globais desta problematica sdo superpopulacao,
migracao, aumento do uso de antibidticos, pressao seletiva, além de saneamento e
sistema de esgoto precario (Singer; Shaw; Rhodes; Hart, 2016). O tratamento com
antibiéticos € uma das principais abordagens da modernidade, entretanto,
atualmente os estudos e pesquisas na area ndo conseguiram manter o ritmo da
descoberta de antibidticos diante de patdgenos emergentes resistentes (Marshall;
Levy, 2011). Além disso, insucessos persistentes no desenvolvimento e descoberta
de novos antibiéticos, aliado ao uso imprudente de antibidticos sdo condicdes
predisponentes associados ao surgimento da resisténcia (Nathan, 2004).

Nos dias atuais, a resisténcia antimicrobiana representa uma grave ameaca
global de progressiva preocupacao a saude humana, animal e ambiental (Aslam et
al, 2018). Recentemente, um estudo evidenciou que o0 consumo global de
antimicrobianos na pecuaria proporcionardo impactos na economia € na saude
publica nos proximos anos, visto que projeta-se que até 2030 o uso de
antimicrobianos utilizados em animais aumente em 67% nos paises mais populosos

do mundo (van Boeckel et al., 2015).

Em grande parte, a ocorréncia da resisténcia deve-se ao surgimento,
disseminacdo e persisténcia de bactérias multirresistentes “Multidrug-resistant’
(MDR) (Davies; Davies, 2010). Estes microrganismos existem no nicho animal,
humano e ambiental moldando um compartilhamento interligado desses patdégenos
nessa triade. As causas plausiveis do surgimento de cepas MDR incluem o uso
excessivo de antibiéticos em animais e humanos, a venda de antibidticos sem
prescricdo médica, o notavel aumento no fluxo de viagens internacionais, falta de
saneamento, bem como também higiene, e liberacdo de antibidticos néo

metabolizados ou seus residuos destes no meio ambiente através de excretas
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(Aslam et al, 2018). Esses fatores contribuem, consequentemente, para a pressao
seletiva e o surgimento de infeccdes bacterianas por MDR.

Logo, uso efetivo de agentes antimicrobianos é extremamente prejudicado
devido a possivel resisténcia desenvolvida desde o momento inicial em que um
determinado composto é utilizado. Isso é um fator complicador, principalmente,
quanto a utilizacdo de agentes antimicrobianos usados para tratar infecgdes
bacterianas, virais, fungicas e parasitarias. Assim, a problematica da resisténcia é
grave e reconhecida globalmente. Apesar de varias recomendacbes e resolucdes
serem propostas, até o momento pouco progresso tem sido feito (Zaman et al.,
2017).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS, 2019) alertou que uma era pos-
antibiética resultara em infec¢des frequentes e pequenas lesées poderao resultar em
morte se nao agirmos contra a resisténcia aos antibiéticos. Assim, o
desenvolvimento de novos antibiéticos pela industria farmacéutica € uma estratégia
considerada eficaz no combate a bactérias resistentes, entretanto, varios fatores
contribuem para a reducao na busca por novos agentes antimicrobianos (Zaman et
al., 2017).

Um destes fatores refere-se a reducdo de investimentos na pesquisa por
novas drogas antibiéticas pelas industrias farmacéuticas, isso ocorre porque hoje,
estes medicamentos, ndo s&do mais considerados um investimento economicamente
prudente para a industria farmacéutica. Como os antibidticos sao usados por
periodos relativamente curtos e geralmente sdo curativos, eles ndao sao tao
lucrativos quanto os medicamentos que tratam condigdes crdnicas, como diabetes,

distarbios psiquiatricos (Zaman et al., 2017; Ventola, 2015).

Neste sentido, o declinio do investimento privado e a falta de inovagao no
desenvolvimento de novos antibidticos estdo minando os esforgcos para combater
infeccdes resistentes a medicamentos (WHO, 2014). Logo, levando-se em

consideracao a ameaga persistente da resisténcia antimicrobiana é necessaria a
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inovacdo em pesquisas que produzam solugcdes urgentes para o desenvolvimento

de novos farmacos antibiéticos ativos contra cepas resistentes.
2.2.1 RNA Como Alvo Terapéutico de Antimicrobianos

O 4acido ribonucleico (RNA) é uma biomolécula dindmica e diversificada que
desempenha um papel cada vez maior e crucial na biologia celular. Por décadas, o
RNA foi considerado um transportador passivo de informacdes da sequéncia de
DNA, mas descobertas notaveis nos ultimos anos levaram ao reconhecimento de
seu papel fundamental em muitos aspectos da fisiologia celular, incluindo regulacéao
de genes, sintese de proteinas, reagdes enzimaticas e infeccao viral (Tor et al.,
2003).

A forma pela qual as células expressam suas informagdes genéticas € a
sintese proteica, assim, as sequéncias de nucleotideos existentes na molécula de
DNA séao copiadas na forma de RNA a partir do processo de transcrigcdo, que, por
sua vez, é traduzido em cadeias de aminodacido, que produzem proteinas. No
decorrer da transcricdo, uma das fitas do DNA atua como molde para a producao do
RNA e, portanto, o sequenciamento nucleotidico desta ¢é definido pela
complementariedade com a fita-molde. Os nucleotideos que compdem a molécula
sdo covalentemente ligados a partir da enzima RNA-polimerase, que catalisa a
construcdo das ligacoes fosfodiéster conforme os nucleotideos sdo adicionados na
direcado 5'-3' (Alberts et al., 2008; Nelson; Cox, 2014).

O RNA é um polimero linear de fita simples, formado por
nucleotideos, que podem ser resultantes de componentes purinas e pirimidinas
(adenina, guanina, citosina e uracila). Estes nucleotideos possuem em sua estrutura
trés elementos caracteristicos: base nitrogenada, pentose e fosfato. Esses
componentes sado ligados entre si por meio do grupo 5-fosfato de uma unidade
nucleotidica com o grupo 3’-hidroxil da unidade vizinha, construindo ligacdes do tipo
fosfodiéster. O RNA que tem origem a partir da transcricdo dos genes € chamado

RNA mensageiro (RNAm), e carrega informagées sobre as sequencias de
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aminoacidos a serem organizadas. Na traducéo, ha o auxilio do RNA transportador
(RNAt), que funciona como um adaptador apto a reconhecer e ligar-se ao cédon do
RNAm e ao aminoacido correspondente. (Alberts et al., 2008). A partir dessa fase o
processo ocorre nos ribossomos, que sao grandes complexos cataliticos, compostos
por proteinas e RNA ribossomais (RNAr) que organizam-se em duas subunidades:
uma menor, responsavel por formar o complexo com o RNAt, intermediando o
pareamento com os cdédons do RNAm, e uma subunidade maior, que catalisa a
formacao de ligagdes peptidicas que unem os aminoacidos, originando uma cadeia
polipeptidica.(Alberts et al., 2008; Nelson; cox, 2014)

Iniciada a traducdo, cada aminoacido é acrescentado a cadeia
de alongamento, em um ciclo de reacdes incluindo, de maneira geral, trés
etapas: ligacdo do RNAt, formagdo das ligacbes peptidicas, e
translocagcées nas subunidades maior e menor. Ao final destas etapas, o ciclo
recomeca e novos aminoacidos podem ser incorporados a cadeia crescente, até que

todo o RNAm seja traduzido.

Dessa maneira, a sintese proteica € um processo vital, € medicamentos que
atuem em alguma de suas etapas conseguem retardar ou impedir a proliferacéo de

microrganismos como bactérias.

Atualmente, os RNAs tém mostrado um amplo espectro de aplicacdo em
diversas areas da saude humana, incluindo diagnéstico de doenca, progndstico e
selecao terapéutica (Byron, 2016). Além disso, os RNAs tém sido vistos como alvos
em potencial na descoberta de medicamentos, especialmente no tratamento de
doencas infecciosas, cancer e doencas genéticas (Cooper; Wan; Dreyfuss, 2009;
Stefaniak, 2015, Li et al, 2010). Isso ocorre porque os RNAs apresentam duas
grandes vantagens quando comparados a outras biomoléculas: (1) sua posicao na
via de expressao génica, o que significa que a sintese de multiplas proteinas pode
ser inibida pela inibicAio de uma uUnica molécula de RNA; e (2) sua estrutura

tridimensional diversificada, que suporta o design e a manipulagdao de uma molécula
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com um nivel de simplicidade caracteristico do DNA, enquanto exibe flexibilidade na
estrutura e diversidade em fungéo préxima a das proteinas (Guo, 2010).

Apesar do crescente conhecimento sobre as funcbes reguladoras das
moléculas de RNA, os desafios continuos dificultam o design de novos
medicamentos. Um exemplo é a falta de informacdes estruturais, com informacdes
atualmente provenientes principalmente da analise de seqUéncia primaria (Pyle;
Schlick, 2016). Além disso, os alvos de RNA permanecem amplamente
inexplorados, assim como estudos especificos de RNA, cujos quais sdo necessarios
devido as suas propriedades fisico-quimicas exclusivas - que incluem flexibilidade
incomum, carga altamente negativa e grandes bolsas de ligacdo plana. Atualmente,
o alvo de RNA para drogas mais bem definido € o RNA ribossémico (RNAr).

Os ribossomos estdo entre as maquinas moleculares mais conservadas e
sofisticadas da célula sendo os componentes centrais do aparelho de sintese
proteica. E composto por duas subunidades, uma pequena (30S em bactérias e 40S
em eucariotos) e outra grande (50S em bactérias e 60S em eucariotos), que se
unem para formar a particula completa do ribossomo (70S em bactérias e 80S em
eucariotos) (Stokes; Brown, 2015). Enquanto a pequena subunidade decodifica
informacdes genéticas fornecidas pelo RNA mensageiro (RNAm), a subunidade
grande liga-se covalentemente a aminoacidos transportados pelo RNA de
transferéncia (RNAt) em uma proteina nascente. Durante a sintese proteica, o
RNAm e o RNAt sdo movidos pelo ribossomo pelo processo dinamico de
translocacado. O movimento sequencial de RNAts do sitio A (aminoacil) para o sitio P
(peptidil), seguido de uma migracao para o sitio E (saida), € acoplado ao movimento
de seus cbédons associados no RNAm (Sergiev et al., 2018). Muitos antibidticos tém
como alvo o RNAr de procariontes e alterando sua tradugcdo de proteinas. Entre
estes compostos, os aminoglicosideos tém sido utilizados com sucesso na terapia
ha mais de meio século (Hong; Zeng; Xie, 2014).
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2.2.2 Aminoglicosideos

Os antibiéticos aminoglicosideos tém sido um componente importante do nosso
arsenal de medicamentos antibacterianos desde a década de 1940, especialmente
para infeccoes gram-negativas graves. Todos os aminoglicosideos compartilham
propriedades fisicas, quimicas e farmacoldgicas semelhantes (Krause et al., 2016).
Sao potentes antibidticos de amplo espectro que atuam através da inibicado da
sintese de proteinas. As principais preocupacbées com o0 uso de antibi6ticos
aminoglicosideos séo nefrotoxicidade e ototoxicidade.

Os aminoglicosideos sao ativos contra varios organismos Gram-positivos e
Gram-negativos, sendo particularmente potentes contra membros da familia
Enterobacteriaceae, incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e K. oxytoca,
Enterobacter cloacae e E. aerogenes, Providencia spp., Proteus spp., Morganella
spp. e Serratia spp. (Ristuccia; Cunha 1985; Aggen et al.,, 2010). Além disso, os
aminoglicosideos sao ativos contra Yersinia pestis e Francisella tularensis (Ikaheimo
et al., 2000), os agentes causadores de peste e tularemia, respectivamente. A classe
também possui boa atividade contra Staphylococcus aureus, incluindo isolados
resistentes a meticilina e vancomicina, P. aeruginosa e, em menor grau,
Acinetobacter baumannii (Ristuccia; Cunha 1985; Aggen et al. 2010 ; Krause et al.,
2016).

Uma mudanca do uso sistémico desta classe de antibidticos comecgou na
década de 1980 com a disponibilidade de cefalosporinas, carbapenémicos e
fluoroquinolonas de terceira geracdo, que eram consideradas menos toxicas e
ofereciam cobertura mais ampla do que os aminoglicosideos. No entanto, 0 aumento
da resisténcia a essas classes de drogas, combinado com um conhecimento mais
extenso das bases da resisténcia aos aminoglicosideos, levou a um interesse
renovado nos aminoglicosideos ao desenvolvimento de novos agentes desta classe
(Krause et al., 2016).
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Esta classe de antibibticos é caracterizada por apresentarem acucares
hidrofilicos multifuncionais que possuem varias funcionalidades amino e hidroxi. As
por¢cdes amina sao protonadas principalmente em meios biolégicos, logo, esses
antibiéticos podem ser considerados espécies policatibnicas.

Quanto ao mecanismo de acao os aminoglicosideos inibem a sintese proteica
por ligacdo, com alta afinidade, a subunidade bacteriana do ribossomo 30S, que é
composta por 21 proteinas ligadas a uma subunidade 16S RNAr, préxima ao sitio A
(Kotra; Haddad; Mobashery, 2000; Ryu; Rando, 2001). Embora os membros da
classe dos aminoglicosideos tenham uma especificidade modificada para diferentes
regides no sitio A, todos alteram sua conformacao. Como resultado dessa interagao,
o antibiético promove a ma tradugdo, induzindo a leitura incorreta do cdédon e
resultando em uma sintese proteica propensa a erros, permitindo que aminoacidos
incorretos se agrupem em um polipeptideo que é subsequentemente liberado para
causar danos a membrana celular e em outros locais (Krause et al.,, 2016). Alguns
aminoglicosideos também podem afetar a sintese de proteinas bloqueando o
alongamento ou inibindo diretamente a iniciacao (Kotra; Haddad; Mobashery, 2000).
O mecanismo exato de ligacao e os efeitos subsequentes variam de acordo com a
estrutura quimica, mas todos os aminoglicosideos sdo bactericidas e normalmente

produzem um efeito pds-antibidtico prolongado.

Nao obstante o uso prolongado, os principais problemas na pratica clinica
estdo relacionados a toxicidade, o rapido aumento no surgimento de cepas
bacterianas resistentes, afinidades de ligagdo relativamente modestas e a pequena
seletividade demonstrada por esses compostos (Hamasaki et al, 1998). Assim,
técnicas que auxiliam na caracterizagdo das interagdes ligante-RNAr sdo bem-

vindas no desenho de medicamentos visando novos ligantes seletivos.

Atualmente, existem pelo menos 10 aminoglicosideos disponiveis para uso

clinico, disponiveis em todo o mundo, com cinco agentes principais em uso
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disseminado (estreptomicina, gentamicina, netilmicina, tobramicina e amicacina)
(Krause et al., 2016).

2.2.3 Higromicina B

A higromicina B (hygB) € um aminoglicosideo inicialmente isolado de Streptomyces
hygroscopicus, que atua contra células procariéticas e eucaribticas (Tai et al., 2007).
Este antibiético inibe a sintese de proteinas bacterianas através da ligacao a hélice
44 da subunidade ribossémica (30S), proximo ao local aminoacil-RNAt (Moazed;
Noller, 1987; Brodersen et al., 2000). Porém, preferencialmente, o hygB atua na
sintese proteica, impedindo a etapa de translocacédo da fase de alongamento e, ao
contrario da maioria dos aminoglicosideos, afeta a sintese proteica sem afetar
significativamente a leitura incorreta in vivo (McGaha; Champney, 2007). Essa
inibicdo monofasica da sintese de proteinas indica que o hygB provavelmente
interage em um unico local no ribossomo. Além disso, foi observado que o hygB
impede a montagem da subunidade 30S devido a inibicdo pelo bloqueio da sintese
de 16R RNAr.

Mesmo sendo aprovado para uso na medicina veterinaria, sabe-se que seus
derivados podem se acumular nos organismos de animais, normalmente destinados

ao consumo humano, sendo potencialmente toxicos se ingeridos (Ali, 2003).
2.3 Apoptose

Além do maquinario de reparo do ciclo celular, as células danificadas, onde o dano
estda além do reparo, podem induzir uma resposta de morte celular programada
altamente especifica para a célula, sendo a apoptose a forma mais comum de morte
celular fisiolégica em formas multicelulares. A apoptose é um processo de morte
celular controlada, pelo qual a ativacao de vias especificas de sinalizacao da morte
leva a excluséo de células do tecido (Elmore, 2007; Kerr, 2002).

O processo de apoptose é caracterizado por ser evolutivamente conservado

no qual ha eliminagcdo ativa de células durante o desenvolvimento. Seus perfis
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fenotipicos incluem fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina,
encolhimento celular e formacdo de corpos apoptéticos, que sédo eliminados por
fagocitose sem a necessidade de iniciar uma resposta inflamatéria sistémica. A
realizacdo da apoptose requer nova expressao génica e sintese proteica. Este
processo de morte celular progrediu como um mecanismo critico, equilibrando a
proliferacao celular e remodelando ativamente os tecidos durante o desenvolvimento
(Elmore, 2007; Kerr; Wyllie; Currie, 1972).

Assim como a diferenciacdo e crescimento, a morte celular é um aspecto
essencial do ciclo de vida de uma célula eucariética, o controle do niumero de células
€ consequéncia da equiparidade entre perda e ganho de células (Hengartner, 2000).

Os mecanismos que compdem apoptose sao altamente sofisticados e
complexos, compreendendo uma cascata de eventos moleculares dependente de
energia. Atualmente, os estudos indicam a existéncia de duas vias apoptoticas
principais: a via extrinseca e a via intrinseca. Entretanto, h4 evidéncias de que as
duas vias estao ligadas e que as moléculas de uma via podem influenciar a outra
(Elmore, 2007).

A via extrinseca da apoptose € caracterizada pelos tipos | e Il tipo I. A
sinalizacao extrinseca do tipo | da apoptose € mediada pela ativacédo dos chamados
"receptores de morte", caracterizados por serem receptores de superficie celular que
transmitem sinais apoptéticos apdés a ligacdo com ligantes especificos. Estes
receptores pertencem a superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR,
do inglés tumor necrosis factor receptor), incluindo TNFR-1, o receptor Fas/CD95 e
os receptores TRAIL DR-4 e DR-5. Todos os membros da familia TNFR consistem
em subdominios extracelulares ricos em cisteina que permitir que eles reconhegam
seus ligantes com especificidade, resultando na trimerizacdo e ativagcdo do
respectivo receptor de morte (Elmore, 2007; Igney; Krammer, 2002). A sinalizacdo
subsequente é mediada pela porcdo citoplasmatica do receptor de morte que

possuem uma sequéncia conservada denominado dominio de morte (DD, do inglés
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death domain). Moléculas adaptadoras tais como FADD ou TRADD possuem seus
préprios DDs pelos quais eles sao recrutados para os DDs do receptor de morte
ativado, formando o complexo de sinalizagdo indutora de morte (DISC, do inglés
death inducing signalling complex). Além de seu DD, o FADD também contém um
dominio efetor de morte (DED, do inglés death effector domain) que através
interacdo homotipica DED-DED recruta procaspase-8 para o DISC (Singh et al.,
2010; Martinvalet; Zhu; Lieberman, 2005). A concentracao de varias moléculas de
procaspase-8 no DISC leva a sua ativacao autocatalitica e liberacao de caspase-8
ativa. As caspases-8 ativas processam o efetor de caspases que,
subsequentemente, cliva substratos resultando na morte celular. Células que
promovem a inducdo destes produtos e, principalmente, induzem a apoptose
dependente de caspases sao classificadas como células do tipo | (Elmore, 2007;
Kang et al., 2002).

Ja na via extrinseca do tipo Il, a sinalizagao proveniente do receptor ativado
nao consegue gerar uma cascata de sinalizagcdo dependente de caspase forte o
suficiente para a execucao da prépria morte celular. Neste caso, o sinal precisa ser
amplificado vias apoptéticas dependentes de mitocondrias. A conexdao entre a
cascata de sinalizacdo de caspases e as mitocéndrias é realizada pelo membro da
familia BCL-2, Bid. O Bid é clivado pela caspase-8 e em sua forma truncada,
transloca-se para as mitocondrias onde atua em conjunto com membros da familia
BCL-2 pro-apoptoética, Bax e Bak, para induzir a liberacdo do citocromo ¢ e outros
fatores pro-apoptoéticos mitocondriais no citosol (Elmore, 2007; Kang et al., 2002;
Hengartner, 2000). O citocromo citosoélico ¢ se liga ao Apaf-1 monomérico que, a
partir de uma alteracdo conformacional dependente de dATP (do inglés
Deoxyadenosine triphosphate), oligomeriza-se para formar um apoptossoma, um
complexo que desencadeia a ativagcdo do iniciador procaspase-9. A caspase-9
ativada inicia subsequentemente uma cascata de caspase envolvendo caspases
efetoras, como por exemplo, as caspase-3, caspase-7 e caspase-6, resultando

finalmente na morte celular (Hengartner, 2000).
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Enquanto isso, a via intrinseca ocorre apdés danos ao DNA, onde ha um
aumento no nivel de Bax e uma diminuicdo no nivel de BCL-2, o que causa a
mitocéndria uma liberacao de fatores pré-apoptédticos, como o citocromo c. Esses
fatores causam a ativacdo da procaspase-9, seguida por efetores apoptéticos.
Recentemente, verificou-se que, em resposta a danos no DNA, é necessaria a
ativacdo da caspase-2 antes da permeabilizacdo mitocondrial e liberacdo do
citocromo ¢ (Elmore, 2007). A expressao de ciclina-D3 e caspase-2 em células
humanas induz potencialmente a apoptose. Ap6s a liberacado do citocromo c, ele se
liga ao fator de ativacdo da protease apoptotica Apaf-1 (do inglés apoptotic
protease activating factor 1) e forma um complexo ativo simétrico 'apoptossoma’ de
maneira dependente do nucleotideo dATP/ATP. O apoptossoma recruta
posteriormente procaspase-9 para formar uma enzima ativa, que ativa ainda mais as

caspases da cascata, o que leva a morte celular programada (Singh et al., 2010).

Apesar da descricdo destas vias, os mecanismos moleculares que levam a
excisdo controlada de células nos tecidos por apoptose nao sao totalmente
compreendidos.

Levando-se em consideracdo sua importancia, durante a ultima década, a
apoptose atraiu muitas atencdes devido a sua potencial aplicagdo na terapéutica de
varias doengas humanas. Para manter a funcdo de todo o organismo, milhdes de
células morrem e proliferam todos os dias. Assim, a morte por apoptose € essencial
para a regulacdo do crescimento do organismo e manutencdo da homeostase
tecidual. Quando ha desequilibrio entre morte e proliferagcdo celular, ha
susceptibilidade na ocorréncia de doencgas, tais como, algumas patologias agudas
(acidente vascular cerebral, ataque cardiaco, insuficiéncia hepatica), cancer,
sindromes neurodegenerativas, diabetes entre outras (D’Arcy, 2019).
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2.3.1 BCL-2

A familia BCL-2 tem sido identificada por seu papel essencial na apoptose. Logo
apds a descoberta do BCL-2 no cenario do linfoma de células B na década de 80,
varias proteinas homélogas foram identificadas. Os membros da familia BCL-2 sao
considerados como tal devido aos seus dominios de homologia com BCL-2 (BH) e
envolvimento na regulacao da apoptose (Warren; Wong-Brown; Bowden, 2019). Os
dominios BH proporcionam as interagdes dos membros da familia e podem
apresentar funcédo pré ou anti-apoptédtica. De modo especial, essas proteinas sao
categorizadas em uma das trés subfamilias; proteinas anti-apoptéticas, pré-
apoptoéticas e formadoras de poros (pré-apoptéticas). A caracterizagdo da subfamilia
tem sido especificamente baseada no dominio BH e transmembranar e na categoria
da funcédo que assumem (Roberts et al., 2012).

A funcado da familia BCL-2 na regulacdo apoptética € descrita a partir dos
membros anti-apoptéticos e pré-apoptodticos existentes em um estado de fluxo
competitivo para influenciar a ativagcdo dos executores formadores de poros. A
proporcdo de membros da subfamilia pré6 e anti-apoptéticos presentes em uma
célula pode ser alterada por varias vias de sinalizagdo, transmitindo efetivamente
informacdes sobre o0 estresse celular, como nutrientes disponiveis, danos ao DNA e
processamento de proteinas (Warren; Wong-Brown; Bowden, 2019; Vaux; Cory;
Adams, 1988).

Os dominios de BH sao considerados centrais na padronizacdo de
subfamilias, pois facilitam a interagcdo dos membros da familia. O BH3 foi apontado
como um dominio importante, pois demonstrou ser vital para a interagdo do BCL-XL
anti-apoptético e executores BAK, bem como para sua atividade apoptética. Em
particular, o dominio BH3, é central para a funcao apoptética das proteinas nesta
familia. Este se liga a quatro bolsas hidrofébicas (P1-P4) dos membros anti-
apoptoticos da familia BCL-2, incluindo MCL-1, sequestrando assim a proteina

apoptoética contendo BH3 e impedindo sua capacidade de ativar apoptose. Os
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dominios BH3 consistem em uma a-hélice anfipatica contendo quatro residuos
hidrofébicos que se ligam as proteinas anti-apoptéticas. O dominio BH3 é crucial
para o correto dobramento de uma bolsa hidrofébica, na qual os membros do BCL-2
podem interagir. Consequentemente, demonstrou-se que mutacdes pontuais ou
dele¢des do dominio BH3 reduzem significativamente a atividade pré-apoptética de
varias proteinas exclusivas do BH3 (Boise et al., 1993). Um inibidor de molécula
capaz de deslocar a proteina pro-apoptética contendo BH3 do membro da familia
anti-apoptética poderia restaurar a sinalizacdo da apoptose dentro de uma célula
cancerigena (Lee et al., 2019).

Além do entendimento quanto ao fluxo competitivo, existem varias hipoteses
sobre como os membros da familia BCL-2 interagem, incluindo interacdes diretas e
indiretas entre os membros da familia. Cada uma das proteinas somente BH3 ou
anti-apoptéticas possui padrdes de ativagédo, localizacdo e resposta a estimulos
especificos de morte ou sobrevivéncia. A seletividade de ligacao entre membros das
diferentes classes de proteinas BCL-2 também varia. Da mesma forma, os membros
da familia BCL-2 pré-apoptéticas podem se ligar e limitar seletivamente a atividade
de BAX ou BAK. Todas essas interacdes podem variar entre os tipos de células e
estagio de desenvolvimento, e isso pode causar o delineamento dos papéis dos
membros da familia BCL-2. Dentre as isoformas de BCL-2 pertencentes a classe
anti-apoptética estdo: BCL-X, MCL-1, BCL-2a e BCL-2B (Roberts et al., 2012).

2.3.2 MCL-1

A proteina MCL-1 (do inglés myeloid cell leukaemia-1) € um membro anti-apoptético
da familia de proteinas BCL-2, originalmente identificada em 1993 na diferenciagao
de células mieldides (Hird; Tron, 2019; Kozopas et al., 1993). Desde entdo, o MCL-1
tem demonstrado ser expresso em varios tipos celulares e emergiu como um

membro chave dessa familia de moléculas de controle da apoptose.

O gene humano MCL-1 esta localizado no cromossomo 1g21. A proteina

MCL-1 & composta por 350 aminoacidos e contém dominios BH (Kozopas et al.,
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1993). Os dominios BH sédo sequéncias curtas que mediam as interacbes proteina-
proteina entre membros da familia e sdo importantes para a regulacao da apoptose
(Hird; Tron, 2019). MCL-1 contém dominios BH3 (P1, P2e P3) na por¢cao N-terminal,
mas nao apresenta o dominio BH4 presente em BCL-2 E BCL-X. Assim como muitos
outros membros da familia BCL-2, o MCL-1 também contém um dominio C-terminal
transmembranar (TM) que tem como funcao localizar MCL-1 em varias membranas
intracelulares, principalmente na membrana mitocondrial externa (Yang et al., 1995).
Essa localizagédo é consistente com a funcao de MCL-1 no controle de eventos
mitocondriais importantes durante apoptose. A porcao N-terminal de MCL-1 contém
dois dominios PEST, o qual é rico em prolina, acido glutdmico, serina e treonina. A
proteina MCL-1 tem uma meia-vida curto nas células, geralmente na faixa de
algumas horas (Craig, 2002; Hird; Tron, 2019).

MCL-1 é expresso em uma ampla variedade de tipos celulares, com variacées
especificas para cada tecido e diferenciagdo nos niveis de expressao. No sistema
linféide, MCL-1 é abundantemente expressa no compartimento das células B do
centro germinativo (Krajewski et al., 1995). A rapida inducdo e degradacao desta
proteina sugere que ela desempenha um papel importante no controle apoptoticos
em varios tipos de células em resposta a mudancas ambientais rapidas (Craig,
2002). Consistente com isso, a proteina MCL-1 é essencial para a embriogénese
(Michels; Johnson; Packham, 2005) e para desenvolvimento e manutencdo de
linfécitos B e T em animais (Opferman et al., 2003), também desempenhando papel

critico na sobrevivéncia de células malignas.

A superexpressao de MCL-1 em camundongos transgénicos demonstrou uma
alta incidéncia de linfoma, demonstrando que esta molécula pode contribuir
diretamente para o desenvolvimento de neoplasias (Michels; Johnson; Packham,
2005). A MCL-1 é amplamente expressos em células malignas humanas e dados
sugerem esta pode ser usada como marcador prognéstico/preditivo Gtil (Kitada et al.,
1998). Como o bloqueio da funcdo de MCL-1 é suficiente para promover apoptose

em células cancerigenas, o MCL-1 pode ser um alvo importante para novas terapias
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anticancer (Michels; Johnson; Packham, 2005). Além de seu papel na malignidade
em neoplasias, a regulacdao positiva de MCL-1 vem sendo implicada na
sobrevivéncia inadequada de células infectadas por virus ou bactérias e em
condicOes inflamatérias, sugerindo que interferir na acdo desta proteina pode ser
terapeuticamente benéfica em muitas outras doenca (Sly et al.,, 2003) Dada a
associacao entre apoptose defeituosa e cancer, ndo é surpreendente que muitas

pesquisas com MCL-1 esta no contexto do tratamento contra o cancer.
2.3.3 Inibidores de MCL-1

Existem vérias razbes pelas quais os inibidores do MCL-1 sdo, atualmente, muito
estudados. Uma das razbes esta centrada no fato de que MCL-1 é encontrado em
uma das regides mais amplificadas no cancer (Michels; Johnson; Packham, 2005).
Outro fator é a variedade de tipos tumorais dependentes de MCL-1, incluindo, entre
outros, leucemia mieldide aguda (LMA), mieloma multiplo (MM), carcinoma
hepatocelular e cancer de pulmdo de células ndo pequenas. Sem duvida, o
desenvolvimento de inibidores de MCL-1 é uma nova fonte potencial de
medicamentos anticancer. Nesse sentido, houve uma atividade estavel nos ultimos
dez anos quanto a busca por agentes que promovessem a inibicado desta proteina
(Hird; Tron, 2019).

Os compostos conhecidos, até os dias atuais, que promoveram a inibicdo de
MCL-1 em estudos in vivo e in vitro pode ser descritos como inibidores de MCL-1
derivados de acido indol 2-carboxilico e compostos acidos nao inddis. Um exemplo
de derivado de acido indol 2-carboxilico € o AZD5991, um inibidor macrociclico
potente e seletivo para MCL-1 (Akcay et al., 2016; Johannes et al., 2017; Tron et al.,
2018). AZD5991 € um ligante subnanomolar de MCL-1 humano, estudos apontaram
que a inibicao de MCL-1 por AZD5991 causou rapida interrupg¢ao da acao de MCL-1
resultando na ativacdo da via apoptética mitocondrial e, consequentemente, morte
celular em células sensiveis. AZD5991 mostrou atividade preferencial em linhas

celulares hematolégicas e subconjuntos de células malignas no cancer de pulméo
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de células ndo pequenas e cancer de mama (Caenepeel et al., 2018; Kotschy et al.,
2016). Além disso, ensaios ex vivo demonstraram que o AZD5991 também é ativo
na inducao de apoptose em células de pacientes com MM (Tron et al., 2018). A
seguranca e a atividade clinica do AZD5991 estdo sendo avaliadas em ensaios
clinicos de fase 1 em pacientes com MM, Linfoma ndo Hodgkin (LNH), Linfoma de
Células T (LCT), Leucemia Linfocitica Cronica (LLC), Leucemia Linfocitica Pequena
(LLP) e Sindrome de Richter (Hird; Tron, 2019).

Como exemplo de inibidores de MCL-1 formados por compostos acidos nao
inddéis podemos citar o AM-8621 e o S63845. Estudos confirmaram a atividade do
AM-8621 demonstrando que esse composto interrompe a interacao entre MCL-1 e
BCL-2 pr6-apoptético resultando na apoptose dependente de Bax e morte celular.
Maior sensibilidade a AM-8621 foi observado em linhas celulares hematoldgicas,
incluindo MM, LMA (Leucemia Mieldide Aguda), Linfoma de células B e
subconjuntos de LLA (Leucemia Linféide Aguda) e linfoma de Burkitt (Hird; Tron,
2019). Estudos em design de medicamentos produziram o composto S63845, o
primeiro inibidor de MCL-1 potente e seletivo com atividade in vivo relatado na
literatura (Kotschy et al., 2016). Ensaios celulares demonstraram que S63845 induz
apoptose dependente de Bax/Bak e mata linhas celulares hematolégicas (MM, LMC,
LMA, LLA) (Kotschy et al., 2016), esses achados foram traduzidos como uma
resposta antitumoral in vivo. Em outro estudo, a infusdo de S63845 uma vez ao dia
por 5 dias consecutivos causou regressdao completa de tumor subcutaneo MM e
LMA em modelos de rato (Kotschy et al., 2016). Atualmente este composto estd em
fase 1 de avaliagcao e testes clinicos.

2.4 Modelagem Molecular

Os modelos servem, antes de tudo, para simplificar a analise de fenbmenos que sao
de grande importancia, propiciando uma ilustracao didatica de circunstancias muito
complicadas, que nao sao facilmente acessiveis. Neste sentido, a modelagem

molecular consiste em um conjunto de ferramentas para a construcdo, edicdo e
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visualizagdo, andlise e armazenamento de sistemas moleculares complexos que
permitem estabelecer relacées entre a estrutura e as propriedades da matéria
(Kitano, 2002).

A aplicacdo de modelos tedricos para representar e manipular a estrutura de
moléculas, estudar reagdes quimicas e estabelecer relacbes entre a estrutura e
propriedades da matéria constituem o dominio de atuagédo da modelagem molecular
(Freitas, 1998). A técnica também permite a analise conformacional, calculos de
propriedades estéreo-eletrdnicas e analises de variacdes estruturais que auxiliam na
interpretacdo das correlagdes entre as estruturas quimicas de uma série de
compostos com a variagao da atividade farmacolégica. (Drews, 2000; Drews, 2003).

Os métodos utilizados em modelagem molecular baseiam-se nas leis fisicas
que governam os atomos e moléculas, permitindo simular o seu comportamento
(DREWS, 2000). Assim, se quisermos entender a nivel molecular de que modo uma
proteina, por exemplo, realiza a sua tarefa no nosso organismo, a simulacao pode
nos fornecer pistas sobre quais dominios de uma proteina estdo diretamente
envolvidas nessa tarefa, bem como as consequéncias da modificacdo desses
dominios. A partir deste fundamento, estudos realizados por meio da modelagem em
moléculas isoladas ou complexos droga-receptor permitem prever e descrever varias
caracteristicas destas estruturas, expondo dados que estejam préximos aos valores
determinados experimentalmente (Santamaria et al., 1998), tais como propriedades
geomeétricas e energéticas, propriedades termodinamicas e propriedades eletrénicas
(Leach, 2001).

Ha muitas op¢des quanto aos métodos de calculo a serem aplicados em uma
determinada estratégia de modelagem molecular. Estes métodos basicamente
diferem quanto a natureza do campo de forca, ou seja, do conjunto de funcdes de
energia e parametros numéricos associados (Boyd, 1990).

A utilizacdo de métodos computacionais no estudo de proteinas tem se

tornado uma pratica rotineira nos dias atuais. Entretanto, é necessario enfatizar que
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o0 uso de modelagem molecular ndo é uma tarefa simples. O processo de
modelagem dessas moléculas, devido a sua complexidade, emprega um grande
conjunto de métodos computacionais de modo sistematico, de forma a facilitar e
otimizar o processo. E nesta abordagem que a modelagem molecular se faz
importante. Devido aos baixos custos operacionais e grande versatilidade, suas
metodologias sdo fundamentalmente aplicadas na predi¢cdo das estruturas terciarias
e no processo de enovelamento de proteinas (Dill et al., 2007).

2.4.1 Simulac6ées Computacionais de Sistemas Biologicos

Estudos computacionais e tedricos de moléculas biologicas vém avangando
consideravelmente nas Ultimas duas décadas. Esses avancos foram, de certo modo,
alcancados devido ao crescente numero de estruturas disponiveis de proteinas,
acidos nucléicos e carboidratos, e também, pelas significativas melhorias
metodoldgicas que tem sido feitas na area da fisica e que sao relevantes para a
analise de moléculas biologicas. Esses progressos tem permitido que estudos
computacionais de processos bioquimicos sejam realizados com maior precisdo e
em condi¢cées que possibilitem a comparacao direta com estudos experimentais. A
combinacao desses avangos com a evolucao do poder computacional contribui para
a expansao da aplicabilidade de métodos computacionais para biomoléculas
(Sherrill, 2010; March; Matthai, 2009).

As metodologias que podem ser aplicadas durante uma analise através da
simulacdo computacional dependera da complexidade do sistema, do tipo de
informacdo que se quer obter, além da avaliagdo do custo e poder computacional.
Quanto maior o rigor tedrico, maior a acuracia do resultado e maior o custo
computacional. Como consequéncia, simulacées de sistemas contendo um grande
namero de atomos geralmente empregam métodos classicos de analise, permitindo
uma maior velocidade de calculo, contudo perdendo em exatiddao (Brooijmans;
Kuntz, 2003). Entretanto, apesar de limitados a sistemas com reduzido numero de

atomos, os métodos quénticos, pelo fato de incluirem a informacao eletrénica em
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seus calculos, possuem a capacidade de apresentar grande exatiddo em seus
resultados (Cho et al.,, 2009) e tem sido de grande importancia para estimar as
energias de interacao entre proteina e ligantes (Zhou et al., 2010).

Os métodos utilizados nas analises computacionais podem ser de trés tipos:
Mecanica Molecular, semi-empiricos e Mecanica Quantica.

2.4.2 Mecanica Molecular

A Mecanica Molecular baseia-se na visdo classica da estrutura molecular como um
conjunto de esferas unidas por molas com constantes de forga caracteristicas. Os
movimentos eletrénicos sdo ignorados e a energia do sistema é calculada somente
em funcao das posicoes nucleares (Boyd, 1990). A mecéanica molecular, portanto,
considera o sistema estacionado no espaco, e ndo como conjuntos de atomos em
movimento. Neste método a energia total de uma molécula é calculada pela soma
das contribuicoes energéticas associadas a distancias e angulos de ligacao,
interacdes de van der Waals e interacbes eletrostaticas. Estas contribuictes
originam-se das diferencas de energia entre o valor padrao de cada parametro (com
base em medidas experimentais) e o valor calculado para a molécula analisada.
Para cada um destes critérios, associam-se correcbes energéticas em caso de
afastamento dos valores padrao (Dewar et al., 1985). Um campo de forca é definido
como uma colecdo de parametros que entram nos calculos das correcdes
energéticas, derivadas das comparacdes com resultados de experimentos e de
resultados de calculos mais elaborados (Boyd, 1990).

2.4.3 Métodos Semi-Empiricos

Nos métodos semi-empiricos algumas informacbes sao aproximadas ou
completamente omitidas do Hamiltoniano que descreve o sistema, enquanto que
algumas parametrizagdes sdo feitas para corrigir os erros oriundos da omissao de
alguns termos, e gerando um melhor resultado quando comparado com dados
experimentais. A vantagem destes métodos é que eles sdo muito mais rapidos que
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os célculos ab initio, e se a molécula a ser calculada for semelhante as moléculas da
base de dados utilizada para parametrizar o método, os resultados podem ser muito
bons. Contudo, se a molécula a ser calculada for significativamente diferente
daquelas presentes no conjunto de parametrizacao, as respostas poderdao nao ser
adequadas. Apesar de terem sido projetados especificamente para a descricao de
moléculas inorganicas, esses métodos tem sido bem sucedidos também na

descricao de moléculas organicas (Thiel, 2005).
2.4.4 Mecanica Quantica

Nos métodos da Mecanica Quantica (também conhecidos como ab initio), os
elétrons sdo explicitamente representados no célculo, permitindo a derivagdo de
propriedades que dependem da distribuicdo eletrbnica e a analise de processos
quimicos como quebra e formacao de ligacoes, este método toma-se como ponto de
partida, para a resolugdo dos problemas, a equacdo de Schrddinger (Sant’anna,
2009). Neste método nao se considera a repulsdo elétron-elétron associada
(correlacao eletronica), sendo seu efeito liquido incluido no calculo como uma
interacdo média do sistema. Também, a funcdo de onda é formada a partir de
combinacdes lineares de orbitais atbmicos ou a partir de combinacdes lineares de
funcdes de base. O desenvolvimento de métodos baseados na densidade eletronica,
como a Teoria do Funcional da Densidade (DFT), associado ao aumento do poder
computacional, permite analise de sistemas biologicos de alta complexidade através
de calculos quanticos, ou pela combinacdo destes com métodos de mecéanica
molecular para formar métodos hibridos, conhecidos como Quantum
Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM) (Vreven et al., 2003).

2.4.4.1 Teoria do Funcional Da Densidade (DFT)

Na década de 60, Walter Kohn publicou, juntamente com Pierre Hohenberg, um
artigo onde apresentavam uma reformulacdo da mecéanica quantica baseada, nao

em fungdes de onda, mas na densidade eletrénica.
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Esta teoria apresenta como objetivo principal obter informacdes a cerca de
propriedades do estado fundamental das moléculas sem a necessidade da funcéo
de onda multieletrbnica. Para o correto estabelecimento da dependéncia da
densidade em relagéo a energia, dois teoremas foram estabelecidos por Hohenberg-
Kohn. No primeiro teorema enfatiza-se a existéncia de uma relagdo entre as
energias, incluindo a energia total e a densidade, assim, denota-se que a energia €
um funcional da densidade. O segundo teorema demonstra que, o funcional da
densidade atende ao formalismo do principio variacional, portanto, a energia dada é
sempre maior ou igual a energia obtida usando o funcional de densidade
(Hohenberg; Kohn, 1964).

Sucessivamente, Kohn e Sham (1965), melhoraram o método aplicando
equacobes de densidade alto-consistentes, para conjuntos de orbitais, estabelecendo
com precisao o sistema real. Nas equacdes o termo da energia de troca e correlacao
€ apresentado como um funcional da densidade considerando-se as interagdes
elétron-elétron (Kohn; Sham, 1965).

Esta teoria é usada para estudar a estrutura eletrénica de sistemas de muitos
corpos, em particular atomos, moléculas e solidos. Atualmente, o DFT esta entre os
mais populares e versateis métodos disponiveis para o estudo de quimica
computacional e fisica do estado sélido (Kaduk et al., 2012).

As aproximagbes mais utilizadas na construcdo dos funcionais de troca-
correlacdo sdo as aproximacdes de densidade local (LDA - do inglés, Local Density
Approximation) e a de gradiente generalizado (GGA - do inglés, Generalized
Gradient Approximation). A LDA considera a energia de troca-correlacdo, como
sendo a energia de troca-correlacdo para um gas de elétrons uniforme com a
densidade p, que é conhecida de forma precisa. Assim, para LDA a energia de
troca-correlacao de um elétron em um dado ponto depende da densidade eletrdnica
nesse ponto, em vez de depender da densidade eletrdnica em todos os pontos do

espaco. Ja a aproximagao do gradiente generalizada (GGA) € um pouco mais
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complexa do que a LDA, j& que envolvem o gradiente da densidade. Nesta
aproximacao a energia de troca-correlacao por elétron é substituida por uma funcao
local da densidade eletrbnica e do gradiente da densidade. Com o termo do
gradiente da densidade eletronica presente no funcional de troca-correlacao espera-
se que uma melhor descricdo dos sistemas ndo homogéneos seja obtida (Burke,
2012; Atkins; Frieman, 2005).

2.5 Justificativa

Levando-se em consideracdo as informacbes apresentadas, denota-se a
importancia de estudos que investiguem as peculiaridades envolvendo a interagéao
de sistemas farmaco-receptor. A busca por novos agentes que possam tratar de
forma eficaz o cancer de préstata, resisténcia bacteriana e problematicas que
envolvem a apoptose irregular fundamenta a ideia deste trabalho.

Com base no exposto, podemos inferir que o receptor de andrégeno
desempenha um papel importante na expressao de genes reguladores na préstata e
em uma variedade de tecidos. Portanto, essa proteina € alvo dos principais
medicamentos atualmente utilizados no tratamento da doenca e é de grande
interesse no desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do cancer de
préstata. As particularidades encontradas na interacdo de agentes antiandrogénicos,
na presenca da mutacdo T877A no receptor androgénico, sao extremamente
importantes para o entendimento do mecanismo que envolve a alteracdo na fungao

dos farmacos.

Atualmente, um numero limitado de antibi6éticos esta disponivel para o
tratamento de cepas multirresistentes de bactérias infecciosas, e a resisténcia até
mesmo aos mais novos agentes antimicrobianos esta aparecendo (Hancock, 2005).
O aumento da resisténcia a antibiéticos em populacées microbianas exigiu a busca
de alvos celulares alternativos para agentes antimicrobianos novos e existentes.
Existem muitos antibiéticos disponiveis que inibem a traducdo em células
bacterianas por ligacdo ao RNA, entretanto, em comparagdo com outras
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macromoléculas, o RNA vem recebendo pouca atencéo e poucos relatos investigam
as interacodes ligante-RNA (Bryskier, 2005). Neste sentido, a compreensao quanto as
regras subjacentes ao reconhecimento do RNAm pelo aminoglicosideo hygB, é
extremamente Util como base para o design de antagonistas potentes e seletivos da
funcédo do RNA.

Em outra vertente, a apoptose é a morte celular natural, que tem por
finalidade manter o equilibrio do desenvolvimento celular e a homeostase. Em
muitos céanceres, por exemplo, o processo normal de eliminacdo de células
indesejadas apresenta uma desregulacdo no processo apoptotico, levando ao
crescimento descontrolado de tumores e ao desenvolvimento de resisténcia a
quimioterapia. Drogas que restauram a apoptose podem matar seletivamente células
cancerigenas a partir da ativagéo da via de sinalizacao da morte celular.

Logo, como o objetivo da terapia, a apoptose deve ser uma maneira
satisfatéria de curar algumas doencas, ndo apenas o0 céncer, mas também a
obesidade, doencas degenerativas de neurbnios e assim por diante. Dada a
importancia da apoptose, os farmacos que tem como alvo base a apoptose tem sido
ostensivamente investigados nos ultimos anos e espera-se que em um futuro

préximo estes agentes estejam disponiveis para uso.

Levando-se em consideracdo os progressos consideraveis na descoberta de
técnicas de simulacdo, que permitem um melhor conhecimento das interacoes
especificas que ocorrem entre diferentes moléculas e seus respectivos receptores, é
possivel o conhecimento especifico da bioquimica que envolve complexos droga-
receptor com diferentes caracteristicas quimicas. Assim, este trabalho propde
investigar as interagcdes bioquimicas quénticas da interacdo entre diferentes

complexos.

Nesta perspectiva, o uso dos métodos da Mecénica Quéntica pode ser uma
boa ferramenta para o estudo de novas abordagens farmacoldgicas e,

principalmente, quando se pretende avaliar um problema de forma eficiente e com
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alta precisao (Cui et al., 2016). A avaliacao e compreensao deste mecanismo pode
ser a chave para o design racional de novos farmacos. Logo, a simulacao quéantica
utiizando DFT, infere ser uma ferramenta importante para a avaliagdo destas
peculiaridades encontradas em varios sistemas bioldgicos.
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3. Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho pretende, como objetivo geral, apresentar uma investigacao
bioquimica quéantica para determinar a interacdo entre o receptor androgénico com
uma mutacdo T877A e os agentes antiandrogénicos acetato de ciproterona e
hidroxiflutamida, além de um composto com acgao agonista (RLL). Bem como
também, realizar uma analise estrutural bioquimica in silico de um aminoglicosideo
em complexo com o RNAr e entre a proteina anti-apoptética MCL-1 e inibidores.

Visa-se aqui investigar as interagdes intermoleculares dos ligantes avaliados
com o local de ligacdo das proteinas, a fim de se obter informagcdes importantes
quanto aos residuos de aminoacido que mais interagem com estes ligantes.

Logo, objetiva-se identificar os residuos de maior importancia nesta ligacao,
avaliando também as peculiaridades que envolvem os complexos farmacos-

receptores aqui estudados.

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar as energias de interagdo entre os residuos dos receptores e 0s
compostos analisados.

¢ Identificar os residuos mais importantes quanto a afinidade farmaco-receptor.

e Mapear a energia de interacdo dos complexos utilizando diferentes
constantes dielétricas.

e Descrever com base na Teoria da Densidade Funcional (DFT) as interacdes
mais pertinentes entre os complexos avaliados, caracterizando os tipos de

interagdo que acontecem e avalia-los de acordo com a sua importancia.
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Realizar uma comparacéo dos dados obtidos com os dados descritos na
literatura.
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4. Energias de Interacao Entre dois Antiandrogénicos e um Agonista do
Receptor Androgénico na presenca da Mutacao T877A no Cancer de Préstata:

uma Analise Quimica Quéntica
4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Obtencao das Estruturas Cristalograficas

Para realizar os calculos neste estudo, usamos a estrutura cristalografica de raios-X
da mutacdo T877A co-cristalizada com os dois antagonistas dos receptores de
andrégenos, acetato de ciproterona (esteroidal) e hidroxifutamida (ndo esteroidal) e
um agonista, o (2S)-3- [(4-cianonaftalen-1-il) oxi] -N- [4-ciano-3- (trifluorometil) fenil]-
2-hidroxi-2-metilpropanamida (RLL). Esses sistemas complexos foram obtidos foi
obtida a partir do banco de dados Research Collaboratory for Structural
Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB/PDB). Este repositério contém
informacdes sobre estruturas 3D de moléculas bioldgicas, incluindo proteinas e
acidos nucléicos Os cristais obtidos sao identificados nos codigos (resolucao): 2027
(1.8 A), 2AX6 (1.5 A) e 3RLL (1.7 A), respectivamente (Bohl et al., 2007, Bohl et al.,
2005, Duke et al., 2011).

4.1.2 Determinacao do Estado de Protonacao e Otimizacao da Estrutura

Os estados de protonacao dos ligantes, bem como os aminoacidos da
proteina no pH fisioldgico, foram verificados usando o cédigo MarvinSketch versao
17.24 (Marvin Beans Suite - ChemAxon) e o pacote Propka 3.1 (Propka, 2011),
respectivamente. Atomos de hidrogénio e cadeias laterais de aminoacidos, néo
resolvidos por difracdo de raios-X e, portanto, inexistentes nos arquivos
cristalogréficos, foram inseridos nas estruturas e submetidos a otimizagao classica
da geometria durante a fixagdo dos outros atomos. Essa otimizagédo foi realizada
usando o campo de forca classico CHRAMM (Chemistry at Harvard Molecular
Mechanics), que é configurado especificamente para moléculas organicas,
resultando em uma maior precisdao dos calculos (Momany1992). Os critérios
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utilizados para a tolerancia de convergéncia foram 107 kcal/ mol (variagdo total de
energia), 10° kcal/mol (raiz quadrada média do gradiente RMS) e 10° A

(deslocamento atbmico maximo).
4.1.3 Determinacao das Energias de Interacao e Simulacao Computacional

A energia de ligacdo entre as drogas antiandrogénicas e o receptor de
androgénios foi calculada usando um esquema baseado em MFCC dentro de uma
estrutura de DFT (Albuquerque et al.,, 2014). O método MFCC tem sido bastante
utilizado para obter célculos de energia de ligacao entre complexos proteina-ligante
e proteina-proteina (Bezerra et al., 2018, Lima-Costa et al., 2018; Bezerra et al.,
2019). Essa técnica possibilita analisar um grande niumero de aminoacidos em uma
proteina a um custo computacional pequeno e é de importancia significativa no
estudo de sistemas biolégicos complexos. A estratégia de fracionamento foi
inicialmente usada para fornecer um calculo ab initio eficiente, dividindo a energia de
interacdo entre moléculas de proteina em quantidades individuais de interagdao que
podem ser facilmente calculadas (Gordon et al, 2012, Zhang; Zhang, 2003).
Notavelmente, a proteina é quebrada em fragmentos de aminodcidos cujas
extremidades recebem porcoes de se¢des vizinhas denominadas capas. Assim, a
energia de interacdo entre uma proteina e um ligante pode ser obtida através de
combinagdes de energias de interacdo entre fragmentos individuais do sistema
analisado, permitindo também uma representagdo do ambiente local durante a
fragmentacao individual.

Aqui,destacou-se os ligantes antiandrogénicos como L e o residuo que
interage com L como R;, denotando o i-ésimo residuo de aminoécido. O limite de
Cs (G, 1) é formado a partir do residuo vizinho covalente ligado ao grupo de
residuos de amina R; ao longo da cadeia proteica, fornecendo uma melhor
descricao do componente eletrénico do meio. Para essas estruturas fragmentadas, a
energia da interacdo entre o ligante e os fragmentos individuais, E(L-R) , é

calculada de acordo com:
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E/ (L - R,) = E (L + C1-,'R,' C,'+1) - E (L + C1-,' C,'+1) - E (C1,RI C,'+1) +
E (C1.iCis1)
Eq.(1)

onde o primeiro termo, E(L + C+.;iR;i Ci.1), € a energia total do sistema formado pelo
ligante e pelo residuo; o segundo termo, E(L + Cy.;Ci,1), é a energia total do sistema
formado pelas capas e pelo ligante. Além disso, o terceiro termo, E(C+.iRi Ci.1), € a
energia total do residuo com as capas, enquanto o quarto e ultimo, E(C;.; Ci,1), é a

energia das capas com ligacdes oscilantes hidrogenadas.

Os calculos energéticos para cada residuo no local de ligacdo foram
realizados usando o codigo Gaussian G09 (Frisch et al., 2009), dentro do formalismo
da DFT utilizando o funcional B97D (Grimme, 2006) que inclui termos de dispersao
para melhorar a descricdo de interacdes nao-covalentes. Este funcional foi utilizado
também em conjunto com a correcao de dispersao D3 sob vacuo e o modelo de
solvatacdo COSMO para calcular as energias de ligacdao de alguns complexos
proteina-ligante dentro do esquema MFCC (Antony; Grimme, 2012).

Sabe-se que a maioria das interagcdes biomoleculares ocorre em um ambiente
eletrostatico e, portanto, € importante considerar os efeitos das moléculas
circundantes em muitos casos. Portanto, usamos o modelo de Continuous
Polarizable Continuum Model (CPCM) (Cossi et al., 2003) com a constante dielétrica
€ igual a 10, 20 e 40, para representar o ambiente em torno de cada fragmento
obtido pelo esquema MFCC. Para a exoansdao dos orbitais de Kohn-Sham para
todos os elétrons, selecionamos o conjunto triplo-zeta cc-pVTZ para os calculos. O
motivo dessa escolha se deve a importancia da correlagcao eletrénica nas interacoes
nao covalentes, levando a requisitos especificos com base nos conjuntos de base
utilizados nos célculos, sendo o mais frequente os conjuntos de bases consistentes

em correlacdo de Dunning (Dunning et al.,, 1989). Uma variedade de testes mostra
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que o cc-pVTZ geralmente supera significativamente o cc-pVDZ (Goldey; Dutoi;
Head-Gordon, 2013). Aléem disso, estudos usando funcionais hibridos e duplos
hibridos realizados em um conjunto de estruturas moleculares mostram que cc-pVTZ
fornece uma descricdo bem equilibrada deles (Alsunaidi; Wilson, 2016).

Para evitar a auséncia de interacoes importantes, uma avaliagdo completa da
convergéncia para a energia de ligacao foi produzida de acordo com o raio da bolsa
de ligagdo ao ligante, estabelecendo um limite para o numero de residuos de
aminoacidos a serem investigados. Para isso, foi adicionado a energia de interacao
individual desses residuos de aminoacidos, esferas imaginarias, com um raio de
bolso r centrado no ligante e considerado igual a R/Z2, com R=1,2, 3, 4, . .n,
sendo n o pr6ximo numero natural na sequéncia. Assim, o raio da bolsa de ligacao r
alcanca convergéncia sempre que a variacao de energia no raio consecutivo for

menor que 10%.

4.2 Resultados e Discussoes

Devido a sua ampla heterogeneidade, o tratamento do cancer de préstata provou ser
um obstaculo significativo, portanto, a escolha cuidadosa da abordagem de
tratamento mais relevante é fundamental. Nos casos em que a doenga atinge o
estagio metastatico, a terapia de privacdo de androgénio € a terapia
predominantemente usada em vista da sinalizacao do receptor de androgénio (Klotz,
2012).

No entanto, a partir do surgimento de mecanismos como as mutacdées RA,
essa terapia pode fornecer evolugdo tumoral em um ambiente desprovido de
androgénio. Isso ocorre porque algumas dessas mutacbes podem levar a
especificidade reduzida do ligante com o receptor RA. A mutacdo T877A é mais
frequentemente encontrada em amostras de células de pacientes com cancer de

préstata refratario. Essa mutacao € mais comumente encontrada em pacientes que
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recidivam apds o tratamento com o antiandrogeno hidroxiflutamida, ainda mais
quando estudos relatam que a presenca dessa variagcdo no aminoacido 877
aumenta a atividade transcricional de acao na presenca de horménios estradiol e
progesterona, bem como nos antiandrogénicos acetato de ciproterona e
hidroxiflutamida (Brooke, 2008). De fato, ensaios com células de linhagem
dependentes de horménios (LNCaP) confirmaram que o acetato de antiandrogénicos
ciproterona e a hidroxiflutamida promovem o crescimento de células tumorais na
presenca da mutacao T877A (Brooke, 2015). Embora varios estudos avaliem as
bases estruturais da RA-LBD, a conversdo antagonista-agonista devido a mutacao
T877A nao é clara (Zhou et al., 2010)

Para melhor descrever as interacées que ocorrem em cada um dos ligantes
com o receptor RA, dividimos os trés ligantes em regibes com o objetivo de
simplificar a investigagdo (Figura 4.1), portanto: CPA e HFT foram divididos em trés

regides (I, II, 1ll), enquanto o RLL foi dividido em quatro regides (I, Il, I, V).
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Figura 4.1 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos dois antagonistas e um agonista, onde: (a) CPA, (b)
HFT e (c) RLL, subdivididos em trés regides (I, Il, Ill) para CPA e HFT e quatro regides (1, Il, Ill, 1V)
para o RLL. Também sdo mostradas (lado direito) as suas densidades eletronicas de DFT projetadas
em uma isosuperficie de potencial eletrostatico.

-0.114e0

0.118e0

-0.118e0

0.183e0

Fonte: Elaborado pela autora.

Os trés compostos analisados estdo em estado neutro (pH 7.5), o que pode
ser verificado a partir da imagem mostrada na Figura 4.1 (direita), onde esta exposta
a distribuicao eletrénica de densidade de CPA, HFT e RLL, uma vez que todas as
moléculas apresentam uma caracteristica predominantemente neutra (cor verde).
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As energias de interagdo, bem como os critérios de convergéncia
considerados, foram avaliados para cada um dos trés ligantes, onde cada um foi
devidamente definido por seus raios de bolso de ligacdo r (em A) e por sua energia
de interacdo relacionada (em kcal/mol). Para a analise das interacées de ligacao
entre os complexos RA-antagonista e RA-agonista, é necessario observar todos os
residuos de aminoacidos atraentes e repulsivos relevantes que possam interferir nos

sistemas para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

A energia total de ligacao para cada raio na bolsa de ligacéao (local) foi obtida
da soma das colaboracdes individuais dos residuos de aminoacidos, avaliando a
convergéncia. Levando em consideragao a energia de interacao da atracao (energia
negativa) ou repulsdo (energia positiva) para cada residuo de aminoacido relevante,
foi realizada uma analise onde havia um raio ideal na bolsa de ligacao, para a qual
ndao haveria variacao significativa. (menos de 10%) da energia total de ligagao

observada ap6s um aumento no raio.

A Figura 4.2 representa a energia total calculada das interacées complexas
da RA com os ligantes CPA (Figura 4.2a), HFT (Figura 4.2b) e RLL (Figura 4.2c) em
funcdo do raio r, considerando as constantes dielétricas €=10, €=20 e £=40. Pode
ser visto na imagem que a convergéncia ocorre no raio 7.0 (A), 8.0 (A) e 8.5 (A)
(levando em consideragdao ¢€=40) para CPA, HFT e RLL, respectivamente. No
entanto, para estimar a contribuicdo de um numero consideravel de residuos para a
analise e garantir a avaliagdo de todos os residuos importantes para as interacdes

entre os sistemas, realizamos os célculos até o raio 11 (A), compreendendo um total
de 116 (CPA), 110 (HFT) e 127 (RLL) interacbes para os complexos.

A anadlise da energia total de interacdo no local de ligacdo da RA para os
compostos utilizados neste estudo demonstrou os seguintes valores, incluindo a
ordem €=10 > ¢ = 20 > € = 40: para CPA -61.83 kcal/mol > -55.65 kcal/mol > -53.42
kcal/mol, para HFT -42.26 kcal/mol > -36.35 kcal/mol > -33.53 kcal/mol e,
finalmente, para RLL -72,.93 kcal/mol > -60.56 kcal/mol > -56.45 kcal/mol.

65



Figura 4.2 Energia de interagdo total (em kcal/mol) dos complexos RA-antagonistas e RA-agonista

em fungdo do raio de bolso de ligagédo r (em ) calculado usando o funcional GGA B97D no esquema

MFCC. Trés constantes dielétricas sdo consideradas: € = 10, 20 e 40. Os residuos de aminoacidos

destacados sé@o os responsaveis pelas maiores energias de ligagéo.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Pode-se observar na Figura 4.2a que para CPA as maiores variagées de

energia ocorreram nos raios 2.5 (A) e 3.0 (A), correspondendo a influéncia dos

o

valores energéticos dos residuos Phe764, Met742 e Trp741 a 2,5 (A) e Phe878 e

Met749 para 3.0 (A). Em relagdo a HFT, a maior variagdo ocorreu nos raios 3.0 (A),
sob maior influéncia dos residuos Met749 e arg752 e 3.5 (A) com maior agdo do
Leu873. Da mesma forma, para a RLL, as maiores variacbes também ocorreram nos
raios 3 (A) e 3.5 (A), pois nesses raios os residuos Met895 e Gly708 (3.0 (A)) e

o

Leu873 (3.5 (A)) foram mais importantes no contexto da variagao entre os raios.
4.2.1 Energias de Interacao dos Residuos de Aminoacidos Mais Relevantes

As interacoes de uma droga com seu local de acdo no sistema biol6gico sao
determinadas pelo efeito entre as forgas intermoleculares de atracdo e repulsivo,
com residuos de aminoacidos do local do receptor. Assim, o conhecimento das
interagbes especificas que ocorrem entre os aminoacidos do ligante e do local do
receptor no receptor é de grande importancia para a elucidacao dos mecanismos
complexos que envolvem os sistemas. Nesta subsecdo, apresentamos os resultados
especificos para cada interagdo aminoacido-ligante em um raio de 11.0 (A).

A Figura 4.3 mostra os painéis graficos contendo as energias de interacéo
entre os ligantes CPA (Figura 4.3a), HFT (Figura 4.3b) e RLL (Figura 4.3c) e os
aminoacidos mais relevantes para cada ligante. Os gréaficos descrevem as seguintes
analises: a energia de interacdo (em kcal/mol) do residuo com o ligante
representado pelas barras horizontais, denotando valores quantitativos para as
constantes dielétricas calculadas; no lado esquerdo do gréafico, os residuos mais
importantes que contribuem para a ligacado de complexos; e as regides e atomos do
ligando mais préximos de cada residuo no local de ligagcdo; bem como
representadas no lado direito, estdo as moléculas de agua envolvidas em cada
ligacdo e o raio de interacdo em que o residuo é encontrado (em A).
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Figura 4.3 Painéis gréficos mostrando os residuos mais relevantes em relagdo a contribuicdo das

energias de interacdo dos trés complexos bioldgicos: (a) RA-CPA (rosa), (b) RA-HFT (azul) e (c) RA-

RLL (verde). Também sdo mostradas as distancias minimas entre cada residuo e o ligante, bem

como as regides e atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no local de ligacdo. Além

disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados também estao inseridas .
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Estudos recentes baseados no esquema MFCC dentro da estrutura DFT
indicaram que simulacoes realizadas para uma constante dielétrica €=40 tendem a
demonstrar melhores resultados, ndo apenas revelando uma melhor concordancia
com dados experimentais, mas também fornecendo uma melhor convergéncia da
energia total de interacado (Dantas et al., 2015; Ourique et al., 2016). Em vista disso,
serdo discutidos aqui os resultados obtidos para os valores apresentados pela

constante dielétrica £=40.

Para interacdes entre o complexo RA-CPA (Figura 4.3a em rosa), os residuos mais
importantes, em ordem decrescente sdo: Leu704 (-6.25 kcal/mol) > Phe764 (-4.79
kcal/mol) > Leu873 (-3.90 kcal/mol) > Met895 (-2.38 kcal/mol) > Leu880 (-2.34
kcal/mol) > Gly708 (-2.02 kcal/mol) > Leu707 (-1.94 kcal/mol) > Ala877 (0.80
kcal/mol) > GIn711 (1.07 kcal/mol).

Para interac6es entre o complexo RA-HFT (Figura 4.3b em azul), os residuos mais
importantes, em ordem decrescente s&do: Leu704 (-5.15 kcal/mol) > Met749 (-3.76
kcal/mol) > Arg752 (-3.04 kcal/mol) > Leu873 (-1.57 kcal/mol) > Leu707 (-1.56
kcal/mol) > Met742 (-1.56 kcal/mol) > Ala877 (-1.44 kcal/mol) > Asn705 (3.15
kcal/mol).

Ja as interagcdes mais importantes para o complexo RA-RLL (Figura. 4.3c em
verde), em ordem decrescente, sdo: Asn705 (-5.08 kcal/mol) > Met895 (-4.63
kcal/mol) > Trp741 (-4.33 kcal/mol) > Met742 (-4.10 kcal/mol) > Phe764 (-3.06
kcal/mol) > Met745 (-3.04 kcal/mol) > Met749 (-2.64 kcal/mol) > Gly708 (-2.32
kcal/mol) > Leu873 (-2.24 kcal/mol) > Met780 (-2.21 kcal/mol) > Leu707 (-2.02
kcal/mol) > 11899 (-1.98 kcal/mol) > Leu701 (-1.92 kcal/mol) > Ala877 (-1.88

).

kcal/mol

Entre os residuos considerados mais importantes, apenas sete sdo comuns
aos trés ligantes avaliados: Phe764, Leu873, Met742, Gly708, Leu707, Met749 e
Ala877 (Figura. 4.4a, 4.4b e 4.4c). Dois residuos (Met745 e M895) sdo comuns

apenas ao CPA e RLL, um residuo (Leu704) é compartilhado como importante para
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CPA e HFT, assim como dois residuos (Asn705 e Leu701) sdo comumente
importantes para HFT e RLL.
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Figura 4.4 As principais interagdes comuns aos trés complexos avaliados: (a) CPA, (b) HFT e (c) RLL.
As linhas tracejadas correspondem as forgas de dispersao de london (laranja), ligacdes de hidrogénio
nao convencionais (verde), alquil-1 (rosa) e liga¢des de halogénio (ciano).
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O residuo Phe764 apresentou uma importante contribuicdo energética para
os trés ligantes analisados, sendo 0 aminoacido de segundo valor energético mais
alto exibido pelo acetato de ciproterona e o segundo e o quinto mais energético para
HFT e RLL, respectivamente. A forte atracdo entre o CPA e o Phe764 pode ser
explicada pela presenca de forcas de van der Walls, ligagbes de hidrogénio ndo
convencionais, alquil-Tr com a regido | do ligante, sendo I[(C22)H] (2.4 A) a interagdo
mais proxima. Levando em consideragdo a HFT, o residuo Phe764 mostrou uma
importante ligacdo de halogénio [II(C7)F] (2.4 A) além das interacdes alquil-Tr
[I(C4)C]. As interagdes mais notaveis entre o residuo de aminoacido em questdo e o
agonista da RLL sdo as ligacées de halogénio que ocorrem na regiao do ligante
IV[IV(C7)F] (2.7 A). Estudos utilizando docking molecular indicam que os fatores que
mais influenciam a ligacao por afinidade de compostos esterdides e nao esterdides
sao interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, destacando que os residuos Val746,
Met749 e Phe764 sado de importancia essencial para interacbes com ligantes
esterdides, pois permitem uma boa afinidade devido ao favorecimento de ligagoes
de hidrogénio (Wang et al., 2013).

Os residuos Leu873 e Leu707 denotam a segunda e a quinta,
respectivamente, maiores interacoes para CPA, ambos os residuos mostraram
forcas de ligacdo do tipo de London com o ligante, no entanto, Leu873 também
exibiu interagdes com as regides | e Ill do antagonista CPA, enquanto o aminoacido
polar Leu707 interagiu com CPA no grupo 17a-acetato presente na regidao | do
ligante. O mesmo tipo de forgca intermolecular também ¢é encontrado para as
interacdes entre esses residuos e os ligantes HFT e RLL. O local de ligacdo dos
receptores de hormdnios esterdides compartiiha uma topologia comum, uma
cavidade hidrofébica que acomoda o ligante esteroidal e um padrao de ligacao de
hidrogénio. A estrutura alifatica da molécula acomoda o ligante por meio de uma
bolsa hidrofébica constituida por Leu707, Gly708, Trp741, Met742, Met745, Phe764,
Met787, Leu873 e Met895. Na presenca da mutacado T877A, a hidroxiflutamida exibe

uma ligacao de hidrogénio mediada pela agua ao atomo de oxigénio Leu873 e ao

72



grupo cetona do ligante [lIl (C10)O] (Bohl et al., 2005). Varias mutacdes no receptor
RA foram relacionadas como causas de insensibilidade ao andrégeno. Uma
mutacao na posicao 707 foi investigada por Lumbroso et al (1996), que verificaram,
a partir de experimentos in vitro, que essa variacado promoveu uma incapacidade do
receptor de induzir a ativacao transcricional do gene responsivo ao androgénio,

causando completa insensibilidade ao androgénio (Lumbroso et al., 1996) .

Na mesma linha, Met742 e Met749 também demonstraram importancia
energética significativa para os trés complexos avaliados. O aminoacido Met742
interage com o CPA na regido Il [II(C15)H] (2.3 A) por forcas de van der Walls, da
mesma forma que o ligante HFT também mostrou o mesmo tipo de ligacao com o
residuo da posicao 742, a interacdo ocorreu na regiao Il [lll (C12)H]. Met742
denotou o quarto valor mais alto de energia (-4.10 kcal/mol) para a interagdo com
RLL, sendo observado ligacoes de hidrogénio da regiao | [(CAQ)H] e forcas dipolo-
dipolo. O residuo Met749 interage com o CPA através de forcas de dispersao e
ligagdes de hidrogénio ndo convencionais na regido | [I(C4)H; 1(C3)0] (2.9 A; 3.2 A).
A principal interacdo deste residuo com o HFT é estabelecida no grupo amida da
regido | (I(N1)O") sendo do tipo ion dipolo, enquanto para o RLL ocorre a formacao
de uma ligacao de hidrogénio com o anel naftil na regiao Il [I[(C8)N]. As mutacdes
M7421 e M7801 mostraram uma ligacdo qualitativa anormal ao andrdgeno,
experimentos (Bevan et al., 1996) mostram que ha uma alteracdo nos niveis de
receptores nas células que apresentam essas mutacdes, resultando em uma
ativacao transcricional comprometida em pacientes com sindrome de insensibilidade
parcial ao andrégeno. O aminoacido 749 é um residuo importante no local RA-LBD
pois modula a funcdo da RA nas células cancerigenas da prostata. A mutacao
M749L confere hipersensibilidade ao RA a 17-B-estradiol (Thin et al., 2003).

Também importantes para os ligantes estudados aqui foram os residuos
Gly708 e Ala877, a glicina 708 mostrou ligacbes de hidrogénio entre seu grupo
amino e o CPA [I(C1)H], bem como para HFT [llI(N9)H] e RLL [IlI(C2)H]. Os

antagonistas de RA, HFT e CPA demonstraram energias de interacao repulsiva para
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o residuo correspondente a mutacdo Ala877. Por outro lado, o ligante agonista
apresentou um valor energético atrativo (-1,88 kcal/mol), essa atragdo pode ser
explicada pela presenca de interagcdes como forcas de dispersao de London e alquil-
T que ocorrem no anel naftil da regido | do RLL. A mutacao T877A foi a primeira
mutacdo RA que descreveu uma supressdao da especificidade do ligante e é
frequentemente encontrada em carcinomas avancados da prostata (Taplin et al.,
1999). Essa variagdo promove a atividade agonista da hidroxiflutamida e acetato de
ciproterona (Bohl et al., 2007), permitindo uma alteracdo estrutural no local de
ligacédo, levando a uma expansao da cavidade de ligacdo para incluir um bolso de
ligacdo adicional limitado por Leu701, Leu704, Ser778, Met780, Phe876 e Leu880.
Além disso, estudos mostraram que a mutacao T877A remove o efeito estérico entre
o OH de T877 e dois grupos metil de HFT, com a substituicdo da alanina formando
um ambiente hidrofébico favoravel para dois grupos metil na molécula de
hidroxiflutamida (Urushibara et al., 2007).

O residuo Leu704 mostrou o maior valor energético para os ligantes CPA (-
6,25 kcal/mol) e HFT (-5,15 kcal/mol) (Figura 4.5a, 4.5b); esse residuo forma
ligacbes de hidrogénio ndo convencionais nas regides | e Ill do CPA, também
formando ligagbes H ndo convencionais e interagdes alquil-m com HFT. Os residuos
Met745 e Met895 também foram importantes para os ligantes CPA e RLL (Figura
4.6a, 4.6b. Por meio de nossa andlise, forcas de dispersao foram identificadas entre
as duas metioninas e CPA, enquanto no ligante RLL havia ligagdes de halogénio e
ligacbes de hidrogénio ndo convencionais. Bohl et al (2005) demonstram em seu
estudo que a inducédo de alteragcées nas posicoes em Trp741, Thr877 e Met895
permitem a acomodacgao de ligantes no bolso de ligagdo RA. Além disso, 0 mesmo
experimento indica que a mutagdo M895T causa resisténcia e também pode
promover uma sindrome de abstinéncia a medicamentos como bicalutamida (uma

droga antiandrogénica nao esteroidal) (Bohl et al., 2005).

Os residuos Asn705 e Leu701 foram considerados importantes em termos de

valor energético para os ligantes HFT e RLL (Figura 4.7a, 4.7b), onde o Asn705
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desenvolve ligagdes de hidrogénio e interagdes dipolo-dipolo com as regides Il e
de HFT e RLL, respectivamente. O aminoacido Leu701 exibe forte interacdo com a
RLL por meio de ligagdes de hidrogénio na regido Il [II(C11)OH] (3.5 (A)) e revela a
sexta maior energia de ligagdo para HFT, também exibindo ligacbes de hidrogénio
com a porgao hidroxila do ligante [ll (C11)OH] .O Asn705 é de grande importancia
na ligagdo de androgenos a RA, esse fato é bem comprovado na presenga de
alteragdo do Asn705 POR um residuo serina, resultando em uma completa auséncia
de ligacdo de androgénios ao RA, bem como uma reducdo na especificidade
androgénica na mutacao Asn705Ala (Jesus et al. 2006).

Figura 4.5 As principais interagbes comuns aos complexos (a) RA-CPA e (b) RA-HFT. Linhas
tracejadas correspondem a ligagoes de hidrogénio ndo convencionais (verde).

b) HFT

Y

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.6 As principais interagbes comuns aos sistemas complexos (a) RA-CPA e (b) RA-RLL.

Linhas tracejadas correspondem a ligagbes de hidrogénio nao convencionais (verde) e forgas de

disperséo de london (laranja).

a)

Met895

Met745

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 4.7 As principais interagdes comuns aos sistemas complexos (a) RA-HFT e (b) RA-RLL. As
linhas tracejadas correspondem as ligacdes de hidrogénio (azul) e as forcas de dispersao de london
(laranja).

Fonte: Elaborada pela autora.

A droga antiandrogénica acetato de ciproterona desenvolveu importantes
interagcbes com os residuos Phe876, Leu880 e GIn711 (Figura. 4.8a). Phe876,
Leu880 interagem com o CPA na porcéo do grupo acetato. Esses residuos estdo em
uma cavidade delimitada e ndo fazem interac6es hidrofilicas. Simulacdées de
dindmica molecular realizadas em complexos RA-antiandrogénio sugerem um
mecanismo pelo qual a substituicdo do F876L reduz o antagonismo do ligante,
reposicionando uma hélice local (Balbas et al., 2013). Taplin et al (1995) observaram
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casos de cancer de préstata metastatico independente de androgénio, descobrindo
que em alguns pacientes células metastaticas carregavam um gene RA com 4
mutacdes que resultaram nas seguintes substituicoes de aminoacidos S647N,
G724D, L880Q e A896T, inferindo a importancia de Leu880. O aminoacido GIn711
mostrou uma energia repulsiva (1.07 kcal/mol) no complexo com CPA. androgénio e
antiandrogénio fazem rearranjos estruturais equivalentes da arquitetura de RA, tanto
na estrutura geral como nos locais de ligacdo. No entanto, os residuos de proteina
RA Asn705, GIn711, Arg752 e Thr877 sao observados para formar contatos de
hidrogénio que sao importantes para a entrada do androgénio. Vale ressaltar que
esses contatos de ligagcdo foram semelhantes para os complexos mutantes com
hidroxiflutamida (T877A) e bicalutamida (W741L) RA, no entanto, a interacdo dos
dois medicamentos com Thr877 estava ausente na presenca de mutacdes (Hsu et
al., 2014).

Por outro lado, os residuos Arg752, Leu701 e Met787 (Figura. 4.8b) foram
importantes apenas para interacdes entre o ligante HFT, Arg752 envolve uma ponte
de sal com o grupo amida do ligante [I(N1)O7]. Leu701 denotou a sétima energia
mais importante para este farmaco, forcas de dispersao que ocorrem na regiao |l
[III(C13)H] podem explicar a energia atrativa encontrada. Enquanto isso, Met787
envolve ligagdes de halogénio com a regido ligante IV do antagonista. O residuo
leu701 é de grande importancia para as respostas transcricionais distintas a
progesterona e ao cortisol nos mutantes do RA, incluindo a mutacdo L701H no
cancer de préstata e L701M e L701Q que alteraram a capacidade de resposta dos
ligantes da RA (Wijngaart et al., 2010).

Finalmente, os aminoé&cidos Trp741, Met780 e 11e899 (Figura 4.8c) mostraram
um valor significativo de energia de interacdo apenas para o agonista da RLL.
Trp741 e 1le899 interagem com a regido agonista |, fazendo interacdes do tipo
empilhamento -1 e ligacao hidrogénio, respectivamente. O 780 possui ligacdes nao
convencionais de hidrogénio com a regiao RLL Il [Il (C10)O] .Uma mutacdo W741L

corresponde, associada ao T877A, corresponde a uma das alteracbes mais
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importantes na mudanca da especificidade do ligante. Taplin et al (2003)
demonstraram que a troca do residuo de triptofano para uma leucinina na posicao
741 permitiu que a bicalutamida atuasse como agonista. Experimentos indicam que
os medicamentos bicalutamida e hidroxiflutamida na presenca das mutacées W741C
(para bicalutamida) e T877A (para hidroxifutamida) desenvolvem imobilizacao
intranuclear e localizagdo em muitos focos irregulares, essas variacbes modificam a
configuracédo apropriada do RA e a capacidade de estabilidade de se ligar ao DNA
(Farla et al., 2005).
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Figura 4.8 As principais interagdes envolvendo cada sistema complexo individualmente: (a) CPA; (b)
HFT; (c) RLL. As linhas tracejadas correspondem a hidrogénio ndao convencional (verde), forcas de
dispersao de London (laranja), pontes de sal (vermelho), ligacées de halogénio (ciano), alquil-tr (rosa)

e interacdes -1 (amarelo).

b)

rg752

Met707

Met780

11e899

Como mostrado acima, a estrutura dos ligantes agonista e antagonista do

receptor de RA denotam diferengcas na composi¢cdo e na conformacdo. Portanto,
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inferimos o0 aspecto energético produzido por cada regidao de CPA, HFT e RLL. As
regides I, lll e | sdo energeticamente mais relevantes para CPA, HFT e RLL,
respectivamente. Em sequéncia, a ordem de relevancia das regides pode ser
destacada na seguinte ordem decrescente: para CPA Il (-20,65 kcal/mol) > Il (-
17,18 kcal/mol) > 1 (-15,59 kcal/mol); para HFT: Il (-13,24 kcal/mol) > 1l (-11,33
kcal/mol) > | (-8,9 kcal/mol); e para RLL | (-21,96 kcal/mol) > 1l (-17,55 kcal/mol) >
IV (-10,16 kcal/mol) > 1l (-6,78 kcal/mol).

3.5 Conclusoes

Com o objetivo de elucidar as peculiaridades que envolvem a interagdo entre o
receptor de andrégeno (RA) e os ligantes antiandrogénicos e androgénicos em um
modelo de mutacdo T877A, este trabalho quantificou as energias de interacao entre
os residuos do receptor androgénico e trés compostos, através de métodos de
simulacdo computacional utilizando o nivel quantico na compreensao das interagdes

entre proteinas e diferentes ligantes.

Os resultados corroboram com a literatura atual demonstrando a importancia
da mutacdo T877A para o desenho das interagbes. O calculo das energias de
interacao revelou que a hidroxiflutamida apresentou um valor total de energia inferior
ao apresentado pelo acetato de ciproterona antagonista do RA, -33,53 kcal/mol
(HFT) < -53,42 kcal/mol (CPA). Também é importante destacar que CPA e o
agonista RLL apresentaram valores energéticos semelhantes para a mutacao
T877A.

Os valores de energia aqui demostrados revelam que 0s aminoacidos
Phe764, Leu873, Met742, Gly708, Leu707, Met749 e Ala877 foram energeticamente
importantes para os trés complexos avaliados. As metioninas nas posi¢coes 745 e

895 demonstraram energia de interacao relevante para CPA e RLL, e a leucina na
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posicao 704 mostrou um valor energético significativo para CPA e HFT. Os residuos
Asn705 e Leu701 foram comumente importantes para HFT e RLL.

Também ressaltamos aqui que os residuos Phe876, Leu880 e GIn711 foram
considerados relevantes para o acetato de ciproterona, Arg752, Leu701 e Met787
para HFT e os aminoéacidos Trp741, Met780 e 11e899 apresentaram resultados
relevantes para o complexo RA-RLL. Com base nas informagbes expostas, é
possivel inferir a importancia dos resultados para a analise proposta, uma vez que o
conhecimento dos aspectos Unicos que envolvem a interacao ligante-receptor, em
um modelo de mutacdo T877A, pode ajudar a entender a biologia estrutural e
funcional do receptor de androgénio no cancer de prostata. Assim, esses dados
podem auxiliar na descoberta e design de ligantes antiandrogénicos aprimorados

com agao antineoplasica clinica aprimorada no cancer de prostata avancado.
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5. Energia de linteracado do RNA com o Aminoglicosideo Higromicina B
Calculado dentro de uma Estrutura DFT

5.1 Materiais e Métodos

Os calculos realizados neste estudo aproveitou-se a primeira estrutura cristalina de
raios X da Higromicina B em complexo com a subunidade ribossémica 30S de
Termus thermophilus (PDB ID: 1HNZ) (Figura 5.1) com resolucdo de 3.3 A
(Brodersen et al., 2000). Na primeira etapa da simulacao computacional, avaliou-se
o pKa da molécula hygB usando o software Marvin Sketch, em pH fisiol6gico. Em
seguida, fixou-se as posicoes atdmicas dos atomos nao hidrogénio do complexo
hygB-RNAr, os atomos de hidrogénio foram inseridos e otimizamos em suas
posicoes atdbmicas usando mecanica molecular classica. Durante o processo de
otimizacado, empregamos o campo de forca Condensed-phase Optimized Molecular
Potential for Atomistic Simulation Studies (COMPASS), seus parametros sao
baseados principalmente em dados ab initio (Sun, 1998).

83



Figura 5.1 Subunidade ribossomal 30S de Thermus thermophilus co-cristalizado com higromicina B
(PDB ID: 1HNZ). (a) Os residuos do bolso de ligagao estdo dentro do circulo pontilhado de raio r ao
redor da droga. (b) O bolso de ligacdo da subunidade 30S para a higromicina B, que inclui os
residuos mais importantes do RNAr 16S ligados a esta droga: C1403, C1404, G1405, A1493, G1494,
U1495, C1496 e U1498.

Fonte: Elaborado pela autora
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Apébs a otimizagdo atébmica, aplicamos o esquema de fragmentacdo MFCC
dentro de uma estrutura DFT (Albuquerque et al., 2014). Seguindo a prescricao
padrao, separou-se o0 RNAr em residuos de nucleotidicos individuais (rotulados
como R;) e calculamos a energia de interacdao E/ (L-Ri) de cada residuo com o

ligante hygB (rotulado como L), usando a seguinte expressao:

ElI(L-R)=E(L+CR C—-E(CRiCyr)—E(L+CCiy) +
E (CiCi)

Eq.(1)
onde os limites de Cje Cj- sdo, respectivamente, o residuo vizinho R;.; e R,y anexado
ao residuo de referéncia R;. Na férmula acima, o termo E (L + CiR; Cj+) € a energia
total do sistema composto pela molécula hygB e pelo residuo limitado. Para destacar
a energia de interagcdo hygB-residuo, foi subtraido de E(L + CR; Ci-) a energia
residual de residuo E (CiRi Ci-) e a energia de um sistema formado por ligante e
capas (residuos vizinhos), E (L + C;C;+). Por fim, como a energia de interacao entre

as capas foi removida duas vezes o termo E (C;C;+) foi adicionado.

No caso de certos residuos (R;), sua interacdo com o ligante L é parcialmente
protegida por outro nucleotideo (R)), localizado proximo a L (Figura 5.2). Para esses
residuos, é importante ajustar o calculo do MFCC para levar em consideragdo o
efeito da blindagem eletrostatica (Zanatta et al., 2012, Dantas et al., 2015). Logo,
para determinar $ E/ (L — R)), foi calculado primeiro a energia de interacao entre o
ligante e os dois residuos, E/ (L — R; —R;), onde,

EI(L-R)=E(L+CR; C~-CR;C+)—E (CRi C-—CR,; C) —E (L - CCj» —
CiC) + E (CCr - CiCy)
Eq.(2)
No sistema utilizado para esse calculo, ambos os residuos foram incluidos

simultaneamente. Simplesmente subtraiu-se deste resultado a energia:
El(L-R;)=EIl(L-Ri-R) - El (L-R))
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Figura 5.2 Exemplo de calculo MFCC em que os efeitos de blindagem s&o importantes: o residuo
A1518 (Ri) é blindado pelos nucleotideos G1405, U1406, C1496 e G1497 (Rj), localizados proximos a
higromicina B (L).

Fonte: Elaborado pela autora.

Objetivando eficiéncia computacional, os célculos energéticos para cada par
residuo-ligante foram realizados dentro do formalismo da teoria do funcional da
densidade (DFT), usando o potencial de troca e correlacdo proposto por Perdew e
Wang (LDA-PWC) (Perdew; Wang, 1992. Uma limitagdo bem conhecida do DFT &
que este ndo leva em consideracao as forcas nao covalentes adequadamente,
amplamente encontradas em sistemas bioldgicos (Silvestrelli, 2009, Berland et al.,
2015). Para descrever corretamente as ligacdes de hidrogénio e van der Waals
(vdW) envolvidas na interacdo entre os nucleotideos hygB e RNAr 30S, utilizamos a
correcao de dispersao proposta por Ortmann, Bechstedt e Schimidt (OBS) (Ortmann;
Bechstedt; Schimidt, 2006). O conjunto DNP foi escolhido para expansdo dos

orbitais de Kohn-Sham, levando em consideracao todos os elétrons com rotacao
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irrestrita; o conjunto tem como adicional as fungdes de polarizacdo que aprimoram
muito o conjunto de bases (Delley et al., 1990). Os resultados do DNP estao de
acordo com os obtidos usando conjuntos gaussianos de larga escala, sendo 10 a
100 vezes mais rapidos (Benedek et al., 2005). Além disso, o conjunto de bases
DNP foi capaz de prever as energias de ligacdo calculadas usando um conjunto de
triplo-zeta com uma boa precisao quimica (Inada; Orita, 2008).

A representacdo do ambiente molecular € uma etapa necessaria para o
estudo tedrico das propriedades moleculares. Recentemente, modelos de
solvatacao implicita foram utilizados no esquema MFCC por Ourique et al (2016) e
Tavares et al (2018) para calcular afinidades de ligacdo em complexos ligante-
proteina (Ourique et al., 2016; Tavares et al., 2018) e proteina-proteina. Neste
trabalho, o efeito do ambiente de proteinas e solventes foi considerado pela
abordagem do Conductor-like Screening Model (COSMOQO), onde o nucleotideo de
interesse é incorporado em uma cavidade cercada por uma regiao de continuacao
dielétrica com uma constante dielétrica especifica, representando os nucleotideos
excluidos na etapa de fracionamento. Diferentes valores da constante dielétrica €
foram considerados na avaliacdo das energias eletrostaticas.

Para avaliar a energia total de ligacao através do método da mecénica
quantica baseada em fragmentos, é importante considerar todos os residuos que
interagem de maneira apreciavel com o ligante. Para atingir esse objetivo,
considerou-se progressivamente mais e mais residuos, até que a adicdo de
fragmentos produzisse pouca alteragdo na energia. Consideramos nucleotideos
localizados dentro de uma esfera imaginaria de raio r centralizada no centréide do
ligante - rotulamos r o raio do bolsa de ligacdo. Os valores para r variaram de 4.0 a
18.0 A, com um incremento, a cada etapa de 0.5 A. Consideramos a convergéncia
alcangada quando o aumento de r levou a uma variagao inferior a 10% no total de

energia (Lima Neto et al, 2017).
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5.2 Resultados e Discussoes

Os RNAs sao alvos promissores e relativamente inexplorados para a descoberta de
medicamentos, principalmente antibiéticos. No entanto, varios desafios impedem o
desenvolvimento de novos medicamentos, entre eles, a falta de estudos que
caracterizem interacdes entre RNA e antibidticos. Embora informagdes confiaveis
possam ser obtidas por meio de métodos de mecanica quéantica (QM), seu alto custo
computacional normalmente impede seu uso em grandes biomoléculas.
Recentemente, métodos de fragmentagao permitiram o uso de métodos de QM para
o calculo de energias de grandes biomoléculas, principalmente proteinas (Collins;
Bettens, 2015, Raghavachari; Saha, 2015, Jin; Zhang; He, 2017). No entanto,
poucos estudos caracterizaram complexos RNA-ligante. O principal objetivo da
investigacdo atual é empregar um método de fracionamento para examinar a
interacdo entre a higromicina B (hygB), um antibidético aminoglicosideo e o RNA
ribossomal (RNAr).

Primeiramente os calculos consistiram em descrever corretamente a estrutura
da molécula de higromicina B demonstrada na Figura 5.3. Para esse fim, o estado
de protonacao de seus atomos foi avaliado em condigbes fisiologicas (pH de 7.2-
7.4). Este aminoglicosideo mostrou dois grupos amino protonados primarios, um no
C2 do residuo 2-desoxistreptamina (anel 1) e outro no C33 do anel amino IIl. Além
disso, uma amina protonada secundaria esta localizada na posicdo 4 do anel I,
resultando em uma carga formal total de +3. As cargas positivas favorecem o
aparecimento de forgcas atrativas com o ribossomo (Wang; Tor, 1997; Yang et al.,
2006). Esta descricdo do hygB estd de acordo com a melhor estrutura para este
aminoglicosideo obtida a partir de experimentos (Gaggelli et al., 2010).
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Figura 5.3 Estrutura quimica Unica da molécula de higromicina B e suas regides i (verde), ii (amarela)
e iii (azul). A imagem no canto inferior direito mostra a densidade de elétrons da molécula hygB,
projetada em uma isosuperficie de potencial eletrostatico. Ele estd em um ambiente neutro ou
levemente alcalino (pH 7,2-7,4), onde aproximadamente 61.85% dos conformes hygB estdo em um

estado carregado positivamente

Fonte: Elaborada pela autora.

Antes de considerar os calculos da energia total de ligacdo, devemos
observar que os resultados aqui obtidos dependem fortemente do valor usado para a
constante dielétrica (€), que € empregada para representar 0 ambiente molecular.
Estudos anteriores, que usaram o esquema MFCC para investigar a interagéo entre
proteinas e ligantes, testaram varios valores de €. Os resultados revelaram que a
concordancia entre simulagcbées e experimentos relevantes foi melhor observada em
€=40 (Dantas et al., 2015, Ourique et al, 2016). Outros autores ajustaram a
constante dielétrica em uma abordagem projetada para prever a estabilidade das
proteinas e descobriram que o mesmo valor de €=40 produzia o melhor ajuste,

melhorando a concordancia entre calculos e observacées (Vicatos; Roca; Warshel,
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2009). Ainda assim, € importante testar diferentes valores de €, pois alguns autores
modelaram, com sucesso, regides hidrofobicas sem solvente em proteinas (Li et al.,
2013) considerando €=2-10. Uma consideracdo importante é que, embora os
resultados quantitativos dependam de ¢, as tendéncias qualitativas néo; por
exemplo, a ordem de importancia energética dos residuos muda pouco com as

alteracoes em €.

A Figura 5.4 representa a soma das energias individuais de interacao hygB-
nucleotideo versus p raio do bolso de ligagdo r, variando de 4.0 A a 18.0 A. Para o
vacuo (¢=1), observe o aumento continuo nos valores totais de energia de ligagao,
durante todo o intervalo investigado. Isso é consequéncia do carater de longo
alcance das interagbes eletrostaticas, particularmente no véacuo. Conforme
demonstrado anteriormente, a partir dos resultados da superficie eletrostatica do
potencial eletrostatico, as aminas da higromicina B sdo carregadas positivamente.
Além disso, observa-se que os ribossomos sao macromoléculas com carga negativa,
devido ao seu esqueleto de RNA fosfato (Allers; Shamoo, 2001). O vacuo
provavelmente fornece uma descricdo pobre do ambiente molecular. Supondo que
os modelos implicitos que usam os valores de ¢ oferecam uma melhor
representacdo do sistema real, também foram feitos calculos de energia de
interagdo em ambientes com constantes dielétricas com €=4, 10, 20 e 40.

Como esperado, quando sdo consideradas constantes dielétricas, o valor
absoluto da energia de ligacdo entre cada residuo de RNAr e hygB diminui e,
portanto, a energia de ligacao total do complexo hygB-30S também diminui. Usando
r=18.0 A, por exemplo, verificou-se que a energia total de ligagdo do sistema
ribossomo-droga € superior a -3400 kcal/mol para célculos a vacuo, mas apenas -
135 kcal/mol por €=40. Aqui, é notavel que mesmo pequenos valores de constantes
dielétricas (e=4 e £¢=10) tenham um alto impacto, reduzindo de modo consideravel as
energias totais de ligagdo. Para €= 4, 10 e 20, obtivemos, respectivamente, energias
totais de ligacdo de -1020, -429 e -235 kcal/mol. Em relagdo a convergéncia, a

energia total variou menos de 5% quando o raio aumentou de 17.0 para 18.0 A para
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todos os numeros investigados de €. Apesar do grande numero de residuos em
r=17.0 A, a convergéncia foi alcancada em €=40 a r=16.5 A e quase alcangada em
e= 10 e 20. Quando r aumentou de 16.5 A para 17.0 A, a energia total aumentou
11.6% (10,6%) para €= 10 (20).

Figura 5.4 Energias de interagdo em funcdo do raio do bolso de ligagdo r, para o complexo
higromicina B-30S. Cada curva apresenta resultados obtidos com um valor diferente da constante
dielétrica: 4 (traco), 10 (ponto), 20 (ponto-trago) e 40 (ponto -ra¢o). Como ja relatado, o raio da bolsa
de ligacédo corresponde a disténcia entre o centréide da higromicina B e o residuo RNAr 16S mais

distante considerado.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na estrutura de cristal hygB-30S, todos os nucleotideos de RNAr 16S dentro
da regido esférica r=18.0 A centrada no centréide hygB foram considerados. Como
se pode ver na Tabela 5.1, existem 39 residuos de RNAr 16S interagindo com hygB
dentro deste raio: A790, G791, A792, G926, A1394, C1395 A1396, C1397, A1398,
C1399, C1400, G1401, C1402, C1403, C1404, G1405, U1406, C1407, A1408,
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C1409, G1410, C1490, G1491, A1492, A1493, G1494, U1495, C1496, G1497,
U1498, A1499, A1500, C1501, G1504, G1505, G1505 A1519 e G1520. Nesta tabela
(Tabela 5.1), observa-se que os valores absolutos das energias de ligacao
individuais diminuem continuamente a medida que a constante dielétrica aumenta,
mas sem uma relacdo linear. Embora as energias de ligacdo diminuam a medida
que € aumenta, curiosamente todas as interacées nucleotidicas com o ligante
permaneceram atrativas (energias negativas). Isso é verdade mesmo para residuos
distantes do farmaco, demonstrando o forte carater eletrostatico da interagcao hygB-
30S.

Tabela 5.1 Energias de liga¢éo individuais de todos os nucleotideos de 16S rRNA localizados em 18
A a partir do centréide da molécula hygB. Resultados obtidos pela abordagem MFCC, usando

constantes dielétricas nos valores 1, 4, 10, 20 e 40.

Residuo EVicuo Ees=4 Eeg=10 Ec=20 Ec=40 Raio

C1496  -121.32 -41.89 -22.44 -15.55 -12.04 4.0
U1495  -143.68 -52.53 -24.31 -14.04 -8.72 4.5
G1494  -17891 -70.30 -32.98 -19.01 -11.69 5.0
G1497  -126.94 -33.22 -12.32 -6.86 -3.07 5.5
C1404  -12257 -38.82 -19.80 -13.00 -9.50 5.5
G1405 -149.95 -49.56 -24.24 -14.92 -10.06 6.0
u1498 -111.65 -30.72 -13.38 -7.24 -4.10 6.5
A1493 -110.73 -33.51 -1543 -8.76 -5.29 7.0
C1403  -11450 -32.24 -15.66 -9.70 -6.62 7.0
u1406  -11449 -32.13 -14.05 -745 -4.03 8.0
C1407 -63.89 -22.56 -9.99 -553 -3.25 8.5
A1499 -112.81 -22.74 -925 -481 -2.55 9.0
C1402  -110.98 -24.00 -10.34 -5.45 -2.92 10.0
A1408 -70.70  -23.29 -9.89 -521 -2.84 10.0
G1517 -32.57 -13.18 -5.27 -260 -1.28 11.0
G1401 -103.26 -27.31 -11.52 -5.97 -3.08 11.5
A1492 -81.23 -23.48 -10.32 -5.46 -2.91 11.5
A1500 -93.96 -21.36 -847 -435 -225 115
A1518 -70.82 -20.64 -8.36 -413 -2.02 12.0
A1519 -81.78 -23.47 -9.66 -491 -2.51 12.0
C1400 -84.46 -21.20 -851 -437 -2.25 13.5
C1409 -68.81 -21.97 -9.24 -477 -2.51 13.5
G 1491 -77.37 -23.50 -10.23 -5.37 -2.81 13.5
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A790 -55.74  -16.56 -6.52 -3.33 -1.70 14.0
C1501 -7479 -19.54 -7.24 -3.67 -1.88 14.5
G791 -63.75 -14.65 -561 -2.81 -1.39 15.0
G1504 -85.18 -28.40 -6.02 -2.90 -1.39 15.5
G1520 -59.76 -21.68 -8.90 -449 -227 16.0
C1395 -77.86 -19.06 -7.17 -3.57 -1.73 16.5
A1398 -87.84 -2229 -7.78 -3.92 -1.93 16.5
C1399 -76.51  -19.58 -7.21 -3.67 -1.86 16.5
A792 -50.18 -14.31 -5.79 -291 -1.46 17.0
A1394 -68.70 -17.72 -6.26 -3.19 -1.61 17.0
A1396 -7441  -19.83 -750 -3.78 -1.87 17.0
C1397 -65.24 -18.84 -598 -3.05 -2.54 17.0
G1410 -72.08 -20.39 -8.55 -437 -2.24 17.0
C1490 -108.61 -21.01 -8.90 -460 -2.36 17.0
G1505 -76.40 -26.63 -8.24 -4.17 -2.10 18.0
G926 -13.75 -1598 -5.79 -291 -1.46 18.0

Deve-se notar que todos os dez nucleotideos com as energias de ligacao
mais altas estdo localizados perto da droga, a uma distancia de até 9.0 A. Assim, na
analise nucleotidica realizada aqui, a distancia do hygB é um fator muito importante
quando se considera a forca da interacdo farmaco-residuo. Isso pode estar
relacionado ao fato de que todas as interacdes ligante-residuo tém a mesma
natureza atrativa. Nos complexos droga-proteina, onde podem ser encontradas
interacdes atrativas e repulsivas, os residuos localizados a uma distancia maior que
11.0 A de um ligante podem interagir fortemente com ele (Dantas et al, 2015). A
variedade de aminoacidos encontrados nas proteinas pode apresentar cargas
positivas, negativas ou neutras, gerando maior diversidade nas interacdes (Bezerra
etal., 2017).

Outra observacao relevante € que a ordem de importancia energética dos
nucleotideos para o complexo hygB-30S varia muito pouco ao alterar €. Portanto, na
analise subsequente da eficacia energética dos nucleotideos para a ligacao do
RNAr-hygB, discute-se os resultados obtidos para um valor especifico, e=40. Esse
namero levou a uma boa concordancia com experimentos em outras investigacoes

realizadas usando o esquema MFCC (Dantas et al., 2015; Ourique et al., 2016).
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Para todos os valores de constantes dielétricas, os residuos A1493, G1494,
U1495, C1496, C1403, C1404 e G1405 apresentaram as interagdes atrativas mais
fortes com hygB. Em ordem de relevancia, as energias de ligacao calculadas com o
ligante para €=40 foram: C1496 (-12,04 kcal/mol), G1494 (-11,69 kcal/mol), G1405 (-
10,06 kcal/mol), C1404 ( -9,50 kcal/mol), U1495 (-8,72 kcal/mol), C1403 (-6,62
kcal/mol), A1493 (-5,29 kcal/mol) e U1498 (-4,10 kcal/mol) (Figura 5.5 e Figura 5.6a).
A substituicido da base em um ou mais desses residuos pode interromper o0s
contatos individuais de nucleotideo e/ou alterar a geometria do local de ligacao do
farmaco, levando a resisténcia aos antibiéticos direcionados ao ribossomo. Como
discutido abaixo, esses resultados auxiliam na interpretacdo dos resultados dos
testes de concentragdo inibitéria minima, relacionando a mutagdo em certos
residuos ao surgimento de resisténcia aos antibiéticos aminoglicosideos (Gregory et
al., 2005, Spangler; Blackburn, 1985).

Figura 5.5 Painel grafico que descreve os nucleotideos energeticamente mais relevantes dentro de

um grande bolso de liga¢édo (18.0), para uma constante dielétrica igual a 40.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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O ribossomo é uma molécula com numerosas cargas negativas, devido as
ligacdes fosfodiéster que conectam os nucleotideos que formam a cadeia de RNA.
Consequentemente, espera-se que as interacdes eletrostaticas sejam importantes
na investigacdo de complexos de RNAr, embora os detalhes dependam do ligante
considerado. Em condicdes fisiologicas, a higromicina B possui no total trés cargas
positivas, duas na regido ii (grupos NH>* e NH**) e uma na regido iii (NH*"). Essas
cargas positivas interagem fortemente com as cargas negativas presentes nos
nucleotideos que formam o sitio do receptor. Isso &€ melhor visualizado com o auxilio
das isosuperficies de potencial eletrostatico exibidas na Figura 5.6b, onde é
apresentada a distribuicdo e magnitude da densidade de carga em hygB e nos
residuos principais. Além disso, os oito grupos funcionais hidroxila distribuidos em
todas as regides hygB favorecem as interagdes dipolo-dipolo, devido a
eletropositividade do hidrogénio e a eletronegatividade do oxigénio (Nogrady;
Weaver, 2005).
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Figura 5.6 (a) Imagens representando todos os contatos (ligacdes de hidrogénio convencionais e nao
convencionais entre os residuos de RNAr 16S com a higromicina B, no bolso de ligacdo da

subunidade 30S. As distancias apresentadas estdo em angstroms (A). (b) Potencial eletrostatico e
densidade eletrbnica projetada do complexo, destacando os principais residuos.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Em relagdo as ligacbes de hidrogénio, diferentemente dos complexos
proteina-RNA, em que mais de trés quartos dos contatos envolvem atomos no
esqueleto acucar-fosfato (Allers; Shamoo, 2001), no complexo hygB-RNAr a grande
maioria dos contatos envolve dtomos de nucleobases. No total, sdo formadas onze
ligacbes de hidrogénio, dez envolvendo bases de nitrogénio e uma envolvendo um
grupo fosfato. Observa-se na Figura 5.6 que sete dos oito residuos mais importantes
em termos energéticos formam ligacbes de hidrogénio convencionais ou nao-
convencionais com a droga (a unica excecao é A1493). De todos os nucleotideos, o
G1494 forma o maior numero de ligacoes de hidrogénio com a droga, trés, dois
deles convencionais (com ii (C4) NH?** e ii(C5)OH) e um ndo convencional (com
ii(C4)H). A seguir, C1496 forma duas ligagdes convencionais, com ii(C1)OH e
iii(C25)OH. O nucleotideo U1495 também forma duas ligacdes de hidrogénio, uma
delas convencional (com iii(C34)OH) e outra ndo convencional (com ii(C2)H).
Finalmente, quatro outros residuos formam uma unica ligacdo de hidrogénio
convencional com hygB: C1403 (com i(C16)OH), C1404 (com i(C19)OH), G1405
(com ii(C2) NH**) e U1498 (com iii(C24)OH). Esses resultados corroboram os
estudos anteriores, que atribuiram as ligacées de hidrogénio um papel importante na
ligacdo de aminoglicosideos ao RNA (Brodersen et al., 2000, Cowan2000, Vicens;
Westholf, 2003).

Os resultados apresentados aqui ajudam a entender por que mutacdes em
certos residuos fornecem resisténcia ao hygB. Por exemplo, verificou-se que as
bactérias que possuem a mutacdo U1495C sao resistentes ao hygB (Gregory et al.,
2005). A interpretacdo desse resultado é direta ja que os calculos revelam que o
U1495 possui uma das energias de ligacao mais altas para hygB (-8,72 kcal/mol) e
forma duas ligacées de hidrogénio com o ligante. Por outro lado, compreender por
que as mutacoes U1406A/C/G conferem resisténcia a hygB (Pfister et al., 2003) néao
€ tao direto, dado que o residuo U1406 ndo forma uma ligagdo de hidrogénio com
hygB. No entanto, observa-se que os residuos U1406 e U1495 formam um par U-U

nao candnico dentro da hélice 44 do RNAr 16S, de modo que uma mutagdo no
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U1406 afetaria o posicionamento do U1495. Em relagdo a resisténcia ao hygB
causada pela mutagdo C1496U, o residuo C1496 é aquele com a maior energia de
ligacdo ao hygB (-12,04 kcal/mol). Além disso, essa mutacao distorceria o par de
bases Watson-Crick C1496-G1405, causando alteragdes estruturais no local de
ligacdo. Enquanto isso, embora a energia de ligacdo entre U1498 e o ligante seja
média (-4,10 kcal/mol), o aparecimento da mutacao U1498C quebraria sua ligacéo
de hidrogénio direta com iii(C24)OH de hygB e prejudicaria a interacdo quimica
adequada da droga com RNAr 16S (Pfister et al., 2003).

Por outro lado, mutacdes em diferentes residuos nao afetam a eficacia da
higromicina B, e os célculos também fornecem entendimento para esses casos. Por
exemplo, foi relatado em um estudo que a substituicdo do A1408G nao € decisiva
para a resisténcia hygB em Thermus thermophilus (Gregory et al., 2005). Este
resultado pode ser entendido através dos dados da Tabela 5.1, onde verifica-se que
a energia de interacao entre o residuo A1408 e a droga € baixa (-2,84 kcal/mol). Da
mesma forma, as mutacées C1491A e C1409G nao conferem resisténcia a
antibiéticos para T. thermophilus mutantes (Gregory et al., 2005). Nao é de
surpreender que a interacdo de ambos os residuos com o ligante seja fraca (-2,51
kcal/mol e -2,81 kcal/mol), pois o par de bases C1409-G1491 esta distante do
centréide hygB (13.5 A). Observe que nossa analise ndo se aplica a E.coli, onde
mutacdes nesse par de bases podem conferir resisténcia, comprometendo a
estabilidade da hécice 44 do RNAr 16S ou perturbando a conformacao do bolso de
ligacdo para hygB (Stasio; Dahlberg, 1990; Borovinskaya et al., 2008). Esta ndo € a
Unica peculiaridade em relacdo a interagdo entre aminoglicosideos e T.
thermophilus. Acredita-se que o0s aminoglicosideos sejam capazes de guiar 0s
residuos A1492 e A1493 até que uma conformacdo seja formada, onde eles
interajam com a hélice cédon-anticédon no local de decodificacdo, aumentando a
afinidade de ligacao do RNAt para o ribossomo e induzindo a erros de (Hainrichson;
Nudelman; Baasov, 2008). No entanto, essa alteracdo conformacional ndo ocorre na

estrutura cristalina de hygB no complexo com a subunidade intacta T.thermophilus
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30S. Ainda assim, os residuos A1492 e A1493 interagem com os farmacos na bolsa
de ligacdo, mesmo na auséncia dessa modificacao estrutural, a energia de ligacao é
-2,91 kcal/mol para A1492 e -5,29 kcal/mol para A1493. Para o ultimo residuo, a
interacao atrativa com o ligante € maior que o valor determinado para U1498 (-4,10
kcal/mol), que provou ser essencial para a formacao do complexo hygB-30S (Pfister
et al., 2003). Assim, existe a possibilidade de que mutacées no A1493 também

possam promover resisténcia a antibiéticos.

Finalmente, adicionando a contribuicdo de todos os residuos, pode-se
determinar o grau de importdncia de cada regido de higromicina B para a
estabilidade geral do complexo farmaco-RNAr. Comegando com a regiao menos
relevante, descobrimos que a regido i interagiu com trés nucleotideos formando
duas ligacbes de hidrogénio, para uma energia total de ligacdo de  -12,58 kcal/mol.
A seguir tem-se a regido iii, que interagiu com trés nucleotideos formando trés
ligacbes de hidrogénio, para uma energia total de ligacdo de -14,48 kcal/mol. A
regiao ii foi de longe a mais importante para a complementaridade com o RNAr 16S,
interagindo com sete nucleotideos e formando seis ligagdes de hidrogénio.
Adicionando todas as contribuicdes, determina-se que a energia total de ligacéao
para esta regido foi de -44,7 kcal/mol (57,0% do total). Dada a baixa energia de
interac&o entre a regido i e o RNAr, modificagbes visando melhorar a afinidade entre

receptores de drogas provavelmente devem ter como alvo essa regido em particular.

5.3 Conclusoes

Descobertas recentes demonstraram a importancia sobre as multiplas funcdes
desempenhadas pelas moléculas de &cido ribonucleico (RNA), tanto na fisiologia
celular como sobre seu potencial como alvo de novos medicamentos mais eficazes.
Um objetivo atraente para o design de medicamentos € o RNA ribossomal (RNAr),
que tem sido um alvo bem-sucedido de antibiéticos aminoglicosideos - como a

higromicina B (hygB) - ha mais de cinquenta anos. O HygB se liga a subunidade 30S
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do ribossomo bacteriano, que é composta por uma subunidade 16S do RNAr e 21
proteinas. Apds a ligacao, inibe a translocacao ribossémica, interferindo na sintese
protéica e matando as células bacterianas. Apesar do uso prolongado desse
antibiotico, faltam estudos caracterizando interagdes moleculares no complexo
hygB-16S.

Aqui, foram realizados célculos das energias de ligacdo entre hygB e residuos
individuais de 16S rRNA dentro de um grande local de ligacéo (18.0 A), empregando
métodos de mecéanica quantica altamente precisos. A determinagdo das
propriedades de grandes biomoléculas no nivel quantico foi possivel através do uso
do esquema computacionalmente eficiente de MFCC. A fim de explicar
adequadamente o ambiente molecular durante nossos calculos, cercamos os
nucleotideos com uma regido dielétrica continua. E importante ressaltar que nossas
principais descobertas ndo dependem do valor especifico considerado para a
constante dielétrica.

Os resultados aqui apresentados mostram que os oito residuos do RNAr 16S
com maior interagdo com hygB séo os nucleotideos C1496, G1494, G1405, C1404,
U1495, C1403, A1493 e U1498. Com excecdo do A1493, sete desses residuos
formam ligacdes de hidrogénio com o ligante. As altas energias de ligacdo desses
residuos apoiam os resultados dos testes de concentracdo inibitéria minima (MIC)
que vinculam a mutacdo nesses residuos ao aparecimento de fendtipos de
resisténcia hygB em bactérias. Por outro lado, outros estudos estabeleceram que os
antibiéticos mantem sua eficacia quando ocorreram mutacdes em residuos que
determinamos terem baixa energia de interacdo com a droga (A1408, C1409 e
G1491). Observa-se que nucleotideos com altas energias de ligagdo ao hygB
também sao universalmente conservados em ribossomos de véarias espécies
(Bottger, 2007, Pfister et al., 2003). Portanto, os dados de energia de ligacao
corroboram a idéia de que a falta de especificidade e a toxicidade do hygB para
muitos organismos (Gonzalez et al, 1978) decorre de fortes interagbes com

residuos universalmente conservados, presentes no RNA 16S eucaridtico e
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bacteriano (Pfister et al., 2003); interacbes medicamentosas com nucleotideos
especificos de procariotas, como A1408, sdo ineficazes. Os calculos também
revelam quais regides de drogas interagem fortemente com a subunidade 16S. Foi
demonstrado que a regidao ii de hygB é de longe a mais importante para a
estabilidade do complexo farmaco-RNAr, respondendo por 57% da energia total de
ligacdo. Por outro lado, a regido i é responsavel por apenas 18.5% da energia total
de ligacdo e as modificacdes nessa regidao podem melhorar a afinidade do receptor
de drogas. Os resultados apresentados aqui podem ser de grande valor para a

Quimica Medicinal, especificamente no design de medicamentos.
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6. Investigacao das Energias de Interacao Entre a Proteina Anti-apoptética
MCL-1 e Inibidores

6.1 Materiais e Métodos

A estrutura cristalografica utilizada como input para a realizacdo dos calculos do
estudo in silico foi obtida a partir do banco de dados Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics - Protein Data Bank (RCSB/PDB). Este repositério contém
informagdes sobre estruturas 3D de moléculas bioldgicas, incluindo proteinas e
acidos nucléicos. As estruturas cristalograficas escolhidas, que caracterizam os
complexos MCL-1-antagonistas, sao identificadas com os cédigos (resolucoes)
listados a seguir para cada inibidor:

e S63845 - 5LOF (2.2 A) (Kotschy, et al., 2016)
e ECY-6BW2 (2.7 A) (Shaw et al., 2018)

o AZD5991- 6FS0 (2.2 A) (Tron et al., 2018)

e E4Q-6FS1 (1.6 A) (Tron et al., 2018)

e E4K-6FS2 (2.5 A) (Tron et al., 2018)

e KJP-6NE5 (1.8 A) (Lee et al., 2019)

e AM8621- 60QB (1.6 A) (Caenepeel et al., 2018)

Os estados de protonacao dos ligantes, assim como os aminoacidos da proteina
no pH fisiolégico, foram verificados usando o cédigo MarvinSketch versao 17.24
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(Marvin Beans Suite - ChemAxon) e o pacote Propka 3.1 (Propka, 2011),
respectivamente. Atomos de hidrogénio e cadeias laterais de aminoacidos, néo
resolvidos por difracdo de raios-X e, portanto, inexistentes nos arquivos
cristalogréficos, foram inseridos nas estruturas e submetidos a otimizagao classica
da geometria durante a fixagdo dos outros atomos. Os atomos de hidrogénio
apresentam densidade eletrénica minima, sendo portanto, ndo identificados, ou
ainda, identificados incorretamente nos arquivos de coordenadas cristalograficas.
Apenas cristais com resolucdo menores que 1.2 A oferecem estrutura para a
visualizacdo dos atomos de hidrogénio. Essa otimizacao foi realizada usando o
campo de forca classico CHRAMM (Chemistry at Harvard Molecular Mechanics), o
qual é configurado especificamente para moléculas organicas, resultando em uma
maior precisao dos calculos (Momany, 1992). Os critérios utilizados para a tolerancia
de convergéncia foram 10 kcal/ mol (variagdo total de energia), 10 kcal/mol (raiz
quadrada média do gradiente RMS) e 10° A (deslocamento atdmico maximo).

Os calculos energéticos foram realizados utilizando-se uma metodologia da
Mecénica Quantica ab initio, com base no DFT. Além disso utilizou-se um método de
fragmentacao denominado MFCC - método de Fragmentacao Molecular com Capas
Conjugadas. Este método permite célculos envolvendo proteinas, DNA e outras
macromoléculas biolédgicas, visando fornecer informacdes precisas a respeito das
energias de interacdo moleculares. A idéia central do método MFCC é a particao da
energia de interagdo entre moléculas de proteina em quantias individuais de
interacdo que podem ser facilmente calculadas. Logo, a proteina € decomposta em
fragmentos de aminoacidos cujas extremidades recebem porcoes de secdes
vizinhas. Assim, a energia de interagdo entre uma proteina e uma molécula pode ser
obtida por instrumento de combinagdes de energias de interacdo entre fragmentos
individuais do sistema analisado, permitindo ainda, uma representacdo do ambiente
local durante a fragmentacéao individual. O MFCC possibilita uma maior eficiéncia
computacional e tem importancia significativa no estudo de sistemas biolégicos
complexos (Zhang; Zhang, 2003; Zhang; Zhang, 2005; Gordon et al., 2011).
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Baseando-se no fato de que a identificacdo das interacdes entre os residuos
da proteina MCL-1 e ligantes foi realizada utilizando-se um determinado raio a partir
do ligante de interesse (L), englobando aminoacidos (Ri) do MCL-1, o fracionamento
do sistema cumprindo o método MFCC pdde ser iniciado. Para cada Ri foram
integrados quatro fragmentos. O primeiro, L - Ci-1RiCi+1, é formado pelo ligante (L)
e, Ri (MCL-1), juntamente com seus aminoé&cidos vizinhos (Ci-1/Ci+1). Em outro
momento, o residuo da proteina foi retirado Ri, obtendo-se L - Ci-1Ci+1 (segundo
fragmento). Posteriormente, o ligante L também retirado apresentando o terceiro
fragmento Ci-1RiCi+1. Por fim, excluiu-se o ligante L e o residuo Ri, logrando o
quarto e ultimo fragmento que € composto apenas pelos aminoacidos vizinhos ao
residuo, Ci-1Ci+1. Estes residuos vizinhos sdo as denominadas “capas”
constituintes do MFCC. Estas “capas” sdo anexadas no intuito de preservar a

valéncia das ligagbes, bem como, imitar o ambiente local das moléculas.

A partir do exposto, as energias de interacado entre os residuos do MCL-1 e
inibidores foram calculadas utilizando-se a seguinte equacéo:

El (L - R,) =FE (L + C1-,'R,' C,'+1) -E (L + C1-,' C,'+1) -E (C1,RI C,'+1) +
E (C1.iCit1)

(Eq.1)

Ou seja, E(L - Ci-1RiCi+1) refere-se a energia total do conjunto constituido pelo
ligante L e o residuo Ri, que interagem de forma reciproca e 0s aminoacidos
vizinhos ao residuo, ja o termo E(L - Ci-1Ci+1) refere-se a energia do ligante L
simultaneamente com a energia das “capas” de Ri, Ci-1Ci+1. Enquanto isso, E(Ci-
1RICi+1), € a energia do conjunto constituido por Ri e vizinhos, e finalmente, o Gltimo
termo E(Ci-1Ci+1) representa a energia da porcao formada pelas “capas” de Ri.

Os calculos energéticos para cada residuo no local de ligagdo foram
realizados usando o codigo Gaussian G09 (Frisch et al., 2009), dentro do formalismo

da DFT utilizando o funcional B97D (Grimme, 2006) que inclui termos de dispersao
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para melhorar a descricdo de interac6es ndo-covalentes. Este funcional foi utilizado
também em conjunto com a correcao de dispersdo D3 sob vacuo e o modelo de
solvatacdo COSMO para calcular as energias de ligacdo de alguns complexos
proteina-ligante dentro do esquema MFCC (Antony; Grimme, 2012).

Sabe-se que a maioria das interacdes biomoleculares ocorre em um ambiente
eletrostatico e, portanto, € importante considerar os efeitos das moléculas
circundantes em muitos casos. Portanto, usamos o modelo de Continuous
Polarizable Continuum Model (CPCM) (Cossi et al., 2003) com a constante dielétrica
€ igual a 10, 20 e 40, para representar o ambiente em torno de cada fragmento
obtido pelo esquema MFCC. Para representar a expansao dos orbitais de Kohn-
Sham para todos os elétrons, foi utilizado o 6-311+G (d, p), uma pequena base de
valéncia tripla-zeta definida junto com uma funcéo difusa adicional (+) e funcdes de
polarizacao (d, p).

Para evitar a auséncia de interacées importantes, uma avaliagdo completa da
convergéncia para a energia de ligacao foi produzida de acordo com o raio da bolsa
de ligagdo ao ligante, estabelecendo um limite para o numero de residuos de
aminoacidos a serem investigados. Para isso, foi adicionado a energia de interacao
individual desses residuos de aminoacidos, esferas imaginarias, com um raio de
bolso r centrado no ligante e considerado igual a R/Z2, com R=1,2, 3, 4, . .n,
sendo n o pr6ximo numero natural na sequéncia. Assim, o raio da bolsa de ligacao r
alcanca convergéncia sempre que a variacao de energia no raio consecutivo for

menor que 10%.

6.2 Resultados e Discussoes

A apoptose € um processo de morte celular programada que, quando alterada,
contribui para varias doencas humanas (Thompson, 1995). A inibicdo da apoptose

esta implicada em doencas como cancer, distlrbios autoimunes e infeccbes virais,
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enquanto a superexpressdao deste processo estd ligado a outros processos
patol6égicos, como disturbios neurodegenerativos e acidente vascular encefalico. A
BCL-2 e proteinas relacionadas sdao uma familia crescente de moléculas que
regulam a apoptose (Adams e Cory, 1998; Chao e Korsmeyer, 1998). Esta familia
inclui elementos antiapoptéticos, como BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W. Em
especial, a proteina MCL-1 ¢ altamente amplificada em inumeros canceres,
sugerindo que a mesma contribui para o crescimento celular maligno e a evasao da
apoptose. Portanto, esforcos significativos devem ser feitos para aprimorarmos o
conhecimento quanto a agdo dos inibidores de Mcl-1, na tentativa de

desenvolvermos drogas que possam ser utilizada na terapia do cancer.

Tendo em vista a importancia da proteina MCL-1 e sua ligacdo a inibidores,
avaliamos aqui, os resultados das interacao entre esta proteina e sete compostos
com agao antagonista.

Para melhor descrevermos as interacdées que ocorrem em cada um dos
ligantes com o receptor MCL-1, dividimos os mesmos em regides facilitando a
analise das interac¢des (Figura 6.1), de modo que: S63845 foi dividido em 5 regides
(Figura 6.1a), AZD5991, AM-8621, ECY, E4Q e KJP foram divididas em 4 regides
(Figuras 6.1b, 6.1c, 6.2a, 6.2b e 6.2d, respectivamente) e E4K foi dividido em 4
regides (Figura 6.2.c).
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Figura 6.1 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos compostos S63845 (a), AZD5991 (b) e AM-8621 (c)
subdivididos em regides . Também sao mostradas (lado direito) as suas densidades eletrdnicas de
DFT projetadas em uma isosuperficie de potencial eletrostatico.

I -0.245e0
|

-0.232e0
L

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 6.2 Estrutura quimica (lado esquerdo) dos compostos ECY (a), E4Q (b) e E4K (c) e KJP (D)
subdivididos em regides . Também sao mostradas (lado direito) as suas densidades eletrdnicas de
DFT projetadas em uma isosuperficie de potencial eletrostatico

-0.278e0
.

0.278e0

-0.327e0
]

0.327e0

-0.277e0
-

0.277e0

-0.232e0
[ ]

O.!SZeO

Fonte: Elaborada pela autora.

Os mapas de densidade eletrostatica dos sete compostos analisados, em pH
fisioldgico, demonstram que todos eles possuem um grupamento eletronegativo (cor

vermelha), o que pode ser verificado a partir das imagem apresentadas nas Figuras
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6.1 e 6.2 (a direita). Nota-se também uma regido mais eletropositiva (cor azul)
referente a regidao V de S63845.

Para cada um dos sete ligantes, foram avaliados as energias de interacao e
os padrdes de convergéncia considerados, de modo que cada um foi devidamente
definido por seus raios de bolso de ligacdo r (A) e por sua energia de interagdo
correspondente (kcal/mol). Para avaliacao das interacdes entre os complexos MCL-
antagonistas foi necessario avaliar todos os residuos de aminoacidos atrativos

(energia negativa) e repulsivos (energia positiva) importantes.

A energia total de ligacao para cada raio na bolsa de ligacao foi obtida a partir
do somat6rio de todas as interacdes calculadas de modo a avaliar a convergéncia,
ou seja, para cada raio calculado o valor total de cada um foi aferido. Realizou-se
esta andlise até que os somatérios provenientes de cada raio ndo variassem de
forma significativa (menos de 10%) a partir da energia total de ligagcdo observada

apds um raio consecutivo.

A Figura 6.3 representa a energia total calculada a partir das interacdes, entre
os sete complexos avaliados, em funcdo do raio r, considerando as constantes
dielétricas €=10 (Figura 6.3a) e €=40 (Figura 6.3b). Pode ser observado na imagem
que a convergéncia ocorre no raio 5.5 A (E4K), 6.5 A (ECY, KJP, AM-8621) e 7.5 A
(563845, AZD5991, E4Q), levando em consideragao €=40, para os ligantes. Assim,
para estimar a contribuicdo de um numero consideravel de residuos para a analise e
garantir a avaliacdo de todos os residuos importantes para as interacées entre os
sistemas, realizamos os calculos até o raio 11.0 A para todos os ligantes,
compreendendo um total de 90 (AM-8621), 88 (E4Q, KJP), 87 (AZD5991), 86 (ECY),
80 (S63845), 54 (E4K) interacdes para os complexos.

A analise da energia total de interacao no local de ligacao de MCL-1 para os
compostos utilizados neste estudo demonstrou os seguintes valores, incluindo a
ordem (e=10 > €=40): KJP (103.93 > -88.95); AZD5991 (-100.25 > -91.20); E4Q (-
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97.92 > -88.27); S63845 (-90.87 > -81.80); AM-8621 (-89.30 > -74.35); ECY (74.99 >
-64.89); E4K (-37.27 > -29.90), em kcal/mol.

Levando-se em consideragcdo apenas a constante €=40, ja que esta
representa melhor o ambiente proteico (Ourique et al, 2016), a ordem de afinidade
farmaco-receptor aqui encontrada foi: AZD5991 > KJP > E4Q > S63845 > AM-8621
> ECY > E4K.
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Figura 6.3 Energia de interagao total (em kcal/mol) dos complexos Ligante-MCL-1 em funcéo do raio
de bolso de ligagdo r (em ) calculado usando o funcional GGA B97D no esquema MFCC. Duas

constantes dielétricas sao consideradas: = 10 (a) e 40 (b)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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As interagdes individuais mais importantes que ocorrem entre o MCL-1 e
cada um dos ligantes foram observadas, nessa conformidade foram selecionadas as
interacdes que apresentaram energia de interacdo mais relevantes para cada um
dos complexos. As Figuras 6.4 e 6.5 representam as principais interagées para
cada um dos complexos, sendo demonstrados por barras horizontais, para os
valores aferidos para €=40. No lado esquerdo, encontram-se os residuos mais
importantes que contribuem para a ligacdo dos sistemas complexos, ja no lado
direito mostra as moléculas de agua envolvidas em cada ligagdao, bem como o raio

de interacdo em que o residuo é encontrado.
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Figura 6.4 Painéis graficos mostrando os residuos mais relevantes em relaca
energias de interagdo de trés complexos biolégicos: (a) S63845 (em rosa

0a
), (

contribuicdo das
b) AZD5991 (em

amarelo) e (c) AM-8621 ( em ciano). Também sdo mostradas as distancias minimas entre cada

residuo e o ligante, bem como as regides e atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no

local de ligagdo. Além disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados

também sao representadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6.5 Painéis gréficos mostrando os residuos mais relevantes em relagdo a contribuicdo das

energias de interacdo de quatro complexos biologicos: (a) ECY (em verde), (b) E4Q (em laranja) e (c)
E4K ( em cinza) e (d) KJP (em azul). Também s&o mostradas as distancias minimas entre cada

residuo e o ligante, bem como as regides e atomos dos ligantes que interagem com cada residuo no

local de ligagdo. Além disso, moléculas de agua que podem interagir com os residuos destacados

também sao representadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os valores energéticos mais relevantes, obtidos para cada um dos ligantes

(para €=40), em ordem decrescente (em kcal/mol) séo listados abaixo:
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e Para S63845: Arg263 (-9.88) > Thr266 (-8.83) > Met231 (-8.81) > Val253 (-
6.34) > Phe270 (-5.98) > Phe228 (-4.19) > His224 (-4.00) > Leu267 (-3.54) >
Ala227 (-3.41) > Phe254 (-3.22).

e Para ECY: Phe270 (-7.15) > Arg263 (-7.06) > Thr266 (-6.69) > Met250 (-6.19)
> Val253 (-4.90) > Leu267 (-3.72) > Ala227 (-3.31) > Met231 (-3.29) > Phe228
(-2.73) > Gly262 (1.93).

e Para AZD5991: Arg263 (-14.64) > Thr266 (-12.25) > Phe270 (-8.94) > Met231
(-6.70) > Val253 (-5.30) > Leu267 (-4.90) > Ala227 (-4.59) > Met250 (-4.20) >
Phe254 (-3.45) > Phe228 (-3.24).

e Para E4Q: Arg263 (-17.15) > Met231 (-7.87) > Phe270 (-7.68) > Met250
(7.68) > Val253 (-7.21) > Leu267 (-4.37) > Phe254 (-3.79) > Thr266 (-3.72) >
Phe228 (-3.31) > Val249 (-3.29).

e Para E4K: Val249 (-8.09) > Val253 (-4.94) > Lys234 (-3.95) > Arg248 (-3.67) >
Met231 (-2.21) > Leu235 (-1.75) > Arg263 (-1.39) > His252 (-1.30) > Asp256
(0.70).

e Para KJP: Arg263 (-11.92) > Phe270 (-7.75) > Met250 (-6.98) > Val253 (-6.49)
> Thr266 (-5.96) > Leu267 (-5.33) > Met231 (-4.14) > Ala227 (-4.09) > Phe254
(-3.80) > Phe228 (-3.66).

e Para AM-8621: Phe270 (-9.73) > Met231 (-6.16) > Val253 (-5.08) > Met250 (-
5.01) > Leu267 (-4.09) > Thr266 (-4.09) > His224  (-3.84) > Arg263 (-3.82)
> Phe228 (-3.55) > Phe254 (-3.54).

Levando-se em consideracao os residuos energeticamente mais importantes
do MCL-1 para cada ligante, os resultados apontaram trés residuos comuns a todos
os inibidores, sendo Arg263, Met231 e Val256.
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O aminoacido Arg263 foi o residuo energeticamente mais relevante para
quatro das sete drogas avaliadas S63845, AZD5991, E4Q e KJP. Apresentou a
formacao de ponte salina com S63845 [11(39)O7] e E4Q [llI(C33)O7]. Além disso,
foram observadas ligagcdes de hidrogénio entre este residuo e AZD5991 [11(C33)Q],
AM-8621 [111(C30)0O], ECY [lI(C15)0] e KJP [lI(C12)0], ja o ligante E4K apresentou
ligacdes de hidrogénio nao convencionais [(C26)H] com a arginina. De fato, estudos
apontaram a importancia deste residuo na estrutura do MCL-1, servindo como uma
ancora para a ligacao de inibidores ao sitio da proteina no dominio BH3 (Mady et al.,
2018). Foi verificado também que pontes de salinas que ocorrem com o Arg263
quando o grupamento acido carboxilico dos compostos inibidores esta localizado na
superficie do bolso hidrofobico, sao cruciais para a ligagao a proteina (Belmar; Fesik,
2015). Adicionalmente, outros estudos indicaram que o grupamento &cido
carboxilico forma uma rede de ligagdes de hidrogénio com Arg263 e Asn260
(Joseph; Lane; Verma, 2012). Para verificar a provavel importancia do residuo
Arg263 e colaboradores avaliaram uma mutacdo R263A do MCL-1, onde o
fragmento mutante nao apresentou afinidade apreciavel ao um inibidor,
comprovando que a arginina desempenha um papel significativo no reconhecimento
da ligacao ao MCL-1 (Gilad et al., 2014; Zhang et al., 2012).

Ja a metionina 231 (Met231) apresentou a formacgédo de interacbes do tipo
alquil-m com os ligantes ECY [llI(C8)C] e S63845 [l11(C24)C], verificou-se que com
os compostos E4K, KJP e AM-862 houve a formacao de ligagbes de van Der Walls
do tipo London nas regides Il, IV e Il, respectivamente. O ligante E4Q apresentou
ligagcbes de hidrogénio ndo convencionais com a metionina na regiao Il, enquanto o
AZD5991 [II(C29)CIl] apresentou interagdes de seu grupamento cloreto com o
ligante. Este residuo faz parte de um fragmento hidrofébico, juntamente com His224,
Phe228 e Phe270 e experimentos demonstraram que Met231 tem uma significativa
importancia para as interacées com os inibidores de MCL-1 (Abulwerdi et al., 2014).

A Val253, também comumente importante para os sete inibidores,

demonstrou a realizagdo de ligacdes de hidrogénio ndo covalentes com E4K
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[II(C13)N], E4Q [lII(N2)N], ECY [llI(C10)O], KJP [II(C19)N] e AZD5991 [IV(N2)N].
Interacdes do tipo alquil-r foram encontradas entre este ligante e S63845 [(C21)C],
ja com o AZD5991 e AM-8621 ligacbes de hidrogénio foram encontradas em suas
regides | e ll, respectivamente. Estudos em dindmica molecular utilizando analise de
decomposicao constataram que o residuo Val253, Met231 e Leu267 e Phe270
produziram mais contribuicbes energéticas com inibidores de MCL-1 (Marimuthu;
Singaravelu, 2018). Também é descrito que esta valina esta envolvida em intera¢des
hidrofébicas com compostos inibidores através do bolso P2 da proteina (Mady et al.,
2018). A Figura 6.6 demonstra todos os residuos, considerados energeticamente
importantes a ao menos quatro dos sete compostos quimicos estudados aqui.

Figura 6.6 Painel demonstrando os residuos comumente mais relevantes a pelo menos quatro

compostos.

863845 -3.41 -0.88 -3.54 -8.81 -2.62 -4.19 -3.22 -5.98 -8.83 -6.34
KiP -409 [ESERS2N -5.33 -4.14 -6.98 -3.66 -3.8 -1.75 -5.96 -6.49

‘g Y 331 708 372 329 619 273 183 | 115 669 49
\?, B0 -23 - 437 787 768 331 379 768 A7 121
S m A 4@ 0 221 01 0M 024 04 016 4%
D Aosest | 459 - 49 67 42 824 845 -804 | 225 53
§ w2l 202 382 409 616 501 355 354 978 400  -508
Ala227 Arg263 Leu267 Met231 Met250 Phe228 Phe254 Phe270 Thr266 Val253

Residuo

Fonte: Elaborado pela autora.

Além dos residuos Arg263, Met231 e Val253, j& descritos aqui, 0s
aminoacidos Phe270, Phe228, Phe254, Met250, Leu267, Thr266, e Ala227 também
foram relevantes, entretanto, suas importancias energéticas nao foram comuns a

todos os inibidores.
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Trés fenilalaninas Phe270, Phe228 e Phe254 tiveram destaque por suas
relevancias quanto a interacdo com os inibidores de MCL-1. O residuo Phe270
forma ligacoes do tipo alquil-m com S63845 [111(C23)C], AM-8621 [I(C20)C] e E4Q
[IV(C29)H]. E interessante afirmar que os compostos AM-8621, E4Q e AZD5991
demonstraram realizar ligagdes do tipo -1 & uma distancia de 3.63 A, 3.22 A e
3.01 A, respectivamente, notadamente Phe270 foi o residuo energeticamente mais
importante para o inibidor AM-8621, denotando o valor de -9.70 kcal/mol. Ja com os
compostos ECY [(C3)CI], KJP [I(C3)CI] e AZD5991 [lI(C29)CI] ha interacao deste
aminoacido com o grupamento cloreto destes. O residuo da posicdo 270 esta
envolvido em interagcbes hidrofébicas com as porgcées quimicas dos compostos no
bolso P3 (Marimuthu; Singaravelu, 2018) Ja a Phe228 realiza interagdes alqui-r com
S63845 [lII(C12)H], AM-862 [I(C11)H] e AZD5991[], adicionalmente, foram
verificadas interacées de hidrogénio ndo convencionais e AM-8621, experimentos
que verificaram uma mutagdo na posicao 228 demonstraram que a proteina MCL-1
nao teve sua funcado anti-apoptética abolida na presenca desta mutacao (Fujise et
al., 2000). Enquanto isso, o aminoacido Phe254 apresenta ligagdes ndo covalentes
com S63845 [llII(C16)N], E4Q [IlI(C20)H] e KJP [IV(C10)H], ademais, faz interagdes
do tipo London com AZD5991 [I(23)H] e AM-8621 [llI(C31)H]. Outros estudos
utilizando dindmica molecular avaliaram, a partir de anélises de acoplamento que
grupamentos fenil de inibidores formam interagdes -1 com o0 anel aromatico de
cadeia lateral de Phe254 e Phe270, sendo importante para a estabilidade no
acoplamento de inibidores (Singaravelu; Balasubramanian; Marimuthu, 2019).

Ja o residuo Met250 apresentou ligacées do tipo alquil-m com AM-8621
[1(C23)C], ligagdes de London com KJP [IV(C24)H] e ligacdo de hidrogénio nao
convencional com AZD5991 [(C20)Q]. Este aminoacido também é crucial para a
estabilidade no bolso hidrofébico da proteina (Marimuthu; Singaravelu, 2019). Ja a
Leu267 perfaz ligacdes de hidrogénio ndo convencionais com S63845 [llII(C16)N],
E4Q [IV(C22)H], KJP [IV(C25)H], ECY [llI(C1)H], AZD5991 [I(C23)H] e AM-8621

[II(C31)H]. Finalmente, o amino&cido Thr266 também realizou ligagdes de hidrogénio
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com estes mesmos compostos, adicionalmente, houve a presenca de ligacao de
halogénio com o composto S63845 [I(C10)F], ligacbes de hidrogénio nao

convencionais e alquil-m com AZD5991 e ligacao ion dipolo com ECY [I(C27)O7].

De modo particular, o aminoacido His224 demonstrou fortes energias de
interacdo com S63845 [I[(C12)H] e AM-8621 [llI(C4)H], em ambos os compostos
foram identificadas ligac6es de London em interacdo com o residuo, assim como a
Val249 que apresentou importancia energética apenas para E4Q. Ja o residuo
Gly262 foi denotado importante somente para o ligante ECY [I(C27)O], sendo
identificadas interacdes de hidrogénio ndo convencionais. As Figuras 6.7, 6.8 e 6.9
representam os trés residuos que apresentaram maior valor de energia para cada

um dos ligantes.

Figura 6.7 Trés principais interacdes para os compostos (a) S63845, (b) AZD5991 e (c) AM-8621.
Linhas tracejadas correspondem a ligagdes de hidrogénio ndo convencionais (ciano) e ponte salina

(vermelho), interagdes alquil-1r (verde).
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b)

. Met231

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 6.8 Trés principais interagbes para os compostos (a) ECY (b) E4Q. Linhas tracejadas
correspondem a ligacbes de hidrogénio (azul), ligacbes de hidrogénio ndo convencionais (ciano),
interacdes alquil-tr (verde), ponte salina (vermelho).
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 6.9 Trés principais interagdes para os compostos (a) E4K (b) KJP. Linhas tracejadas
correspondem a ligagdes de hidrogénio ndo convencionais (verde) e for¢as de dispersdo de london

(amarelo)
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Fonte: Elaborado pela autora

Finalmente, uma andlise energética das regiées de cada inibidor foi realizada
aqui, assim conferiram-se quais as regides mais influentes quanto a interacao com a
proteina. Esta avaliagdo é importante visto que cada droga possui caracteristicas
quimicas particulares, assim, pode-se prever quais grupamentos foram mais
atuantes em cada composto, assim, definimos os valores energéticos totais para
cada regido em todos os compostos. A seguir, estdo listados, em ordem

decrescente, a influéncia energética das regides (em kcal/mol):

e S63845: regido Il (-27.48) > IIl (-17.42) > V (-14.20) >IV (-12.89) > | (-8.70)
e AZD5991: regido Il (-30.57) > Il (-28.94) > | (-27.07) > IV (-4.62)

e AM-8621: regido Il (-33.05) > Il (-18.47) > | (-12.89) > IV (-9.94)

e KJP:regido | (41.79) > IV (-26.58) > IIl (-20.08) > 11 (0.5)
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e E4Q: regido Il (-37.02) > IV (-30.53) > Il (-11.99) > | (-8.73)
e E4K: regido Il (-25.14) > Il (-3.41) > | (-1.35)
e ECY: regido Il (-40.70) > IV (-9.80) > Il (-7.22) > | (-7.17)

De acordo com os resultados as regides mais importantes para S63845, AM-
8621, ECY, KJP e E4Q exibem grupamentos &acido carboxilico e/ou cloreto,
demonstrando a importancia destes grupamentos para a afinidade dos farmacos. De
fato, isso é conferido com dados existentes na literatura, onde relata-se que muitos
inibidores de MCL-1 compartilham varias caracteristicas quimicas como a porg¢ao
acida que interage fortemente com Arg263, quiralidade, atropisomerismo (S63845,
AZD5991), além da presenca de atomos de cloro que auxiliam no aumento da
afinidade. Isso, juntamente com outros atributos estruturais, resulta em um andaime
rigido e pré-organizado para a ligacao a proteina MCL-1 com alta afinidade (Hide;
Tron, 2019).

6.3Conclusoes

A proteina superexpressao Mcl-1 emergiu como um fator critico na resisténcia a
apoptose de uma ampla gama de canceres e, portanto, sua inibicao tornou-se um
objetivo muito procurado. Progressos significativos tém sido feito nos ultimos anos,

entretanto, nenhuma droga inibidora foi aprovada para uso em pacientes.

Na tentativa de esclarecer as particularidades que envolvem as interagdes
entre diferentes inibidores de MCL-1, aqui neste trabalho, as energias de interacao
entre o MCL-1 e as drogas foram quantificadas e qualificadas utilizando-se métodos
de Mecéanica Quéantica.

Os resultados aqui apresentados demonstraram que a ordem de relevancia
quanto a afinidade farmaco-receptor foi AZD5991 (-91.20 kcal/mol) > KJP (-88.95
kcal/mol) > E4Q (-88.27 kcal/mol) > S63845 (-81.80 kcal/mol) > AM-8621 (-74.35

kcal/mol) > ECY (-64.89 kcal/mol) > E4K (-29.90 kcal/mol).
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Em relacédo as interacdes individuais foi encontrado que os residuos Arg263,
Met231 e Val253 foram energeticamente importantes comuns a todos os compostos
avaliados. E a Arg263 foi o residuo que apresentou maior valor energético para
quatro dos sete compostos estudados sendo eles, KJP, E4K, AZD5991 e S63845.
Ressalta-se também a importancia dos aminoacidos Phe270, Phe228, Phe254,
Leu267 e Thr266 que apresentaram energias de interacao forte com seis inibidores,
exceto E4K. Ja Met250 denotou interacbes importantes com cinco inibidores, a
excecao de S93845 e E4K, enquanto Ala227 apresentou interessantes valores de
energia para os inibidores AZD5991, KJP, ECY, e S63845.

Os resultados aqui descritos sdo apoiados pela literatura vigente que
demonstra a importancia destes residuos para o bolso hidrofébico da proteina.
Entretanto ha muito a ser explorado quanto a busca de agentes que tenham
potencial para inibir a proteina anti-apoptotica. E o esclarecimento das interagdes
mais pertinentes aqui demonstrado pode ser importante para o delineamento de
agentes farmacoldgicos seletivos e potentes que tenham como objetivo atuar nas
vias sinalizadoras da apoptose.
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7. Conclusoes e Perspectivas

Os trabalhos aqui destacados enfatizaram a tematica discutida anteriormente na
introducdo deste manuscrito, onde € abordada a importancia de estudos que
envolvam uma base para o desenvolvimento de farmacos que tenha uma acao
significativa tanto no combate a resisténcia bacteriana quanto a cura em doencas

cancerigenas.

De fato, os estudos realizados aqui demonstram a importancia de se obter um
conhecimento especifico no que concerne as peculiaridades envolvidas nos
complexos farmaco-receptor. O primeiro trabalho revelou particularidades envolvidas
nas interagdes entre compostos que atuam no receptor androgénico na presenga de
uma importante mutagdo, elucidando quais residuos sdo mais influentes na
promiscuidade do receptor frente a acdo de diferentes compostos quimicos e
incrementando dados adicionais sobre o modo de atuacdo de drogas no receptor
mutante. Ja o segundo trabalho demonstrou quais regides podem ser mais atuantes
no bolsao de ligagdo do RNA riboss6mico, esta andlise tem importancia crucial visto
qgue hoje ha uma escassez de farmacos antimicrobianos no combate a infec¢oes
resistentes e informacdes pertinentes a cerca do sitio alvo sdo de grande relevancia

para a proposta de novos antibiéticos.

Por fim, o terceiro trabalho apresentou as energias de interagdo envolvidas
nos complexos formados por MCL-1 e inibidores, demonstrando os principais
residuos de aminoacido que influenciam a interacdo com o inibidor, desvendando
assim particularidades que podem direcionar estudos que envolvam o
direcionamento no modo de atuacdo e desenvolvimento de novos inibidores, além
de elucidar o modo de acao destes compostos até entdo pouco estudados. Logo os
resultados aqui demonstrados permitirdo um melhor entendimento sobre as
especificidades Unicas e a natureza das interacdes que envolvem todos os

complexos envolvidos.
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Muito ainda falta a ser pesquisado para um melhor esclarecimento nos
contextos aqui demonstrados, cujos participantes sado proteinas extremamente
importantes em diversas funcdes bioldgicas, que quando defeituosas, podem

promover uma série de doencas e alteragdes indesejaveis ao ser humano.

A descoberta de novas drogas a partir do conhecimento dos mecanismos
bioquimicos e moleculares, provenientes das simulacées computacionais, que
envolvem as interacdes entre o alvo farmacol6gico e as drogas, passou a ter uma
grande importancia no campo das Ciéncias Médicas e da Farmacologia, ja que a
utilizacdo destes métodos apresenta uma vasta gama de aplicabilidades a nivel

pratico.

O conhecimento sobre os aspectos energéticos, bem como sua influéncia nos
sistemas avaliados deve aprimorar o design de compostos, visando fornecer
informagdes que possam ser Uteis as industrias e pesquisas experimentais, na
tentativa de promover a obtencdo de farmacos com melhor afinidade e menor
toxicidade. Contudo, o maior desafio é integrar o conhecimento a cerca destas
interacbes com novas pesquisas que possam realmente trazer implicacbes
terapéuticas para doencgas diversas como o cancer, Alzheimer, sindromes
ateroscleroticas e isquémicas, miocardiopatias, infeccoes resistentes entre muitas

outras.

Finalmente, é possivel que a pesquisa sobre o reconhecimento de ligantes
por proteinas possa revelar estratégias otimizadas para a descoberta de novos
farmacos. Assim, é necessario enfatizar que muitos outros sistemas associados a
diversas doencas podem ser investigados através da simulacdo computacional,

conferindo a esta ferramenta um potencial de alto impacto.
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Collagen-based biomaterials are expected to become a useful matrix substance for various biomedical
applications in the future. By taking advantage of the crystallographic data of the triple-helical peptide T3-
785, a collagen-ike peptide whose homotrimeric structure presents large conformational similarity to the
human type Ill collagen, we present a quantum biochemistry study to unveil its detailed binding energy
features, taking into account the inter-chain interaction energies of 90 amino acid residues distributed into
three interlaced monomers. Our theoretical model is based on the density functional theory (DFT)
formalism within the molecular fragmentation with conjugate caps (MFCC) approach. We predict the
individual relevance (energetically) of the amino acid triplets Pro—Hyp—Gly, lle=Thr—Gly, Ala— Arg—Gly and
Leu-Gly—Ala, as well as the influence of the N-terminal, central and C-terminal regions, looking for the
integrity of the collagen's triple helix. We found that the amino acid residues comprising the peptide T3-785
have an interaction energy that depends not only on the chemical nature of the side chain, but also the
surrounding solvent molecules and inter-chain intermolecular interactions. The energy profile of this
collagen-model molecule depicts a character essentially attractive to its conformational stability,
encouraging research focusing on the development and synthesis of artificial collagen with high stability for

www.rsc.org/advances bioengineering applications.

Biomaterial science is an expanding area, which encompasses a wide
range of medical knowledge. Collagen, a well-known protein, is
regarded as one of the most useful biomaterial in the medical, dental
and pharmacological elds. Biomedical applications of collagen
require improved methods to synthe-size its triple helices feature,
essential for the development of arti cial structures displaying its
natural properties. Its excel-lent biocompatibility and safety due to
its biological charac-teristics, made it the primary resource in
medical applications. Besides, it is the most abundant family of
extracellular matrix proteins expressed in connective tissues of
animals." Human beings have at least 45 distinct collagen genes
accounting for 28 protein isoforms, amounting about one quarter of
the total protein mass of the human body.2
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A single collagen molecule is a structural insoluble brillar protein
used to set up larger collagen aggregates that performs unique
physiological functions in bones, skin, cartilage, liga-ments and
tendons.? Also, there has been increasing appreciation of the
biological importance of collagen in many cellular process, such as
adhesion, proliferation and migration, matrix
degradation/remodeling, tissue regeneration and homeostasis.**
Furthermore, due to a number of biological properties such as high
biocompatibility, rare adverse reactions and weak emtige—nicity,6
collagens have been widely used as a natural material for diverse
biomedical applications, including its clinical use as biomimetic
scalold and drug delivery system_7 Therefore, the understanding of
how these properties are derived from its fundamental structural
units requires a comprehensive knowl-edge of the mechanisms
underlying its structure and stability.8

Seven types of collagen (I, II, 111, V, XI, XXIV and XXVII) are
assembled in stable brils, forming a complex three-dimensional
brous superstructure.9 They are composed of individual helices of
three polypeptide chains/strands twisted in a right-handed manner
and held together by a ladder of intermolecular backbone hydrogen
bonds between adjacent strands.'® Each chain shows one or more
collagenous domain characterized by a repetition of Xaa—Yaa—Gly
motif (or triplet), where Xaa and Yaa are o en proline and
hydroxyproline resi-dues, respectively. Variations among the
collagen family
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Computational investigation of the agb1
integrin—collagen triple helix complex
interactiont
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The greatest difficulty for the development of drugs targeting the a2b1 integrin, a transmembrane receptor
that facilitates cell-extracellular matrix (ECM) adhesion, is the current understanding of its interaction with
ligands, such as the collagen molecule — one of the most complex cell adhesion systems. In this sense, this
work performs a quantum biochemistry analysis of the interaction between the a2b1 I-domain integrin and a
collagen structure containing the GFOGER (Glycine-Phenylalanine—Hydroxyproline—Glycine—-Glutamate—
Arginine) sequence. Our study was carried out by using the Molecular Fractional with Conjugate Caps
(MFCC) method within Density Functional Theory (DFT) with generalized gradient approximations (GGA),
and Grimme’s long-range dispersion correction. Our results confirm the importance of the amino-acids
residues Thr221, Asp219, Asp254 and Glu256 (Arg12, Glu33, Arg34, Glu55 and Arg56) present in the
MIDAS - Metal lon Dependent Adhesion Site — region (GFOGER motif) of the integrin—collagen interaction.
Besides, we depicted the relevance of each strand (A, B and C chains) in the triple-helical collagen

rsc.li/njc

Introduction

The control of cellular interactions in multicellular organisms is
fundamental for many biological processes, such as embryo-genesis,

immune responses, tissue integrity and homeostasis, to cite just a

few.! Several interactions occurring among cell- cell and cell-

matrix components are performed by integrating specific ligands
with cell adhesion receptors. Among them, the most known are the

members of the family of integrins,2 type I heterodimeric
transmembrane glycoproteins, which function as the major metazoan
receptor for cell adhesion and transmission of bidirectional signals.
They play a central role in physical support functions for signal
transduction, actin cytoskeleton assembly, gene expression and cell

functions, including cell adhesion, migration proliferation,
differentiation, and apopmsis.3

Integrins are composed of two subunits, namely a (containing
B750 residues) and b (with BI1000 residues), not covalently
associated, jointly forming twenty-four distinct heterodimeric
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structure, helping the understanding of the events involving the interaction integrin—collagen.

structures with di erent binding and distribution properties in various
tissues.* These subunits show a large extracellular domain folded
into N-terminal globular portions, which are combined to create the
ligand binding surface. This globular portion is followed by a type I
transmembrane domain, a single-stranded structure of about 25-29
amino-acids residues forming a coiled a-helix, and by a short C-
terminal cytoplasmic tail region (10-70 amino-acids) which binds to
cytoskeletal elements through cytoplasmic adapter proteins.s'6 They
can also bind to a number of proteins of the extracellular matrix
(ECM), being found in the surface of other cells during different
physio-logical contexts, making them a target for therapies against a
large number of diseases, such as thrombosis, infection, immune
system disorders, osteoporosis and cancer.

Among their heterodimeric structures, the azbj integrin, a
collagen receptor, has been involved in platelet adhesion, epithelial
di erentiation, morphogenesis, cancer, wound healing, angiogenesis,
inflammation and immunity.7 In vitro studies have shown that the
deletion of the az structure causes a reduction in platelet response,
blocking the binding to type I collagen, as well as the destabilization
of thrombus formation. Patients either with reduced levels of asbj
integrin expression on platelets, or with the presence of auto-
antibodies, had platelet activation impaired by collagen but not by
other molecules.® Studies related to metastasis in tumor cells have
revealed that the overexpression of the a2bj integrin may be related
to the acceleration of metastasis in

New J. Chem., 2018, 42, 17115--
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™ Supporting Information

ABSTRACT: We intend to investigate the drug-binding energy of each
nucleotide inside the aminoglycoside hygromycin B (hygB) binding site
of 30S ribosomal RNA (rRNA) subunit by using the molecular
fractionation with conjugate caps (MFCC) strategy based on the density
functional theory (DFT), considering the functional LDA/PWC, OBS,
and the dielectric constant parametrization. Aminoglycosides are
bactericidal antibiotics that have high affinity to the prokaryotic tRNA,
inhibiting the synthesis of proteins by acting on the main stages of the
translation mechanism, whereas binding to tfRNA 168, a component of
the 30S ribosomal subunit in prokaryotes. The identification of the
nucleotides presenting the most negative binding energies allows us to
stabilize hygB in a suitable binding pocket of the 30S ribosomal subunit.
In addition, it should be highlighted that mutations in these residues may
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probably lead to resistance to ribosome-targeting antibiotics. Quantum calculations of aminoglycoside hygromycin B—ribosome

complex might contribute to further quantum studies with antibiotics like macrolides and other aminoglycosides.

| ~robUCTION

Ribonucleic acid (RNA) is a dynamic and diverse biomolecule
that plays an ever-expanding and pivotal role in cell biology.
For decades RNA was considered a passive carrier of DNA
sequence information, but remarkable findings in recent years
have led to the recognition of its key role in many aspects of
cellular physiology, including gene regulation, protein syn-
thesis, enzymatic reactions, and viral infection.'

Nowadays, RNAs have shown a broad spectrum as a tool for
health assistance, including diagnosis and prognosis of diseases,
besides being useful in therapeutic selection strategies.” In
addition, RNAs have been seen as potentially interesting
targets in the field of drug’s discovery and design, particularly
in the therapy of infectious diseases, cancer, and genetic
diseases.’™ This is because RNAs present two major
advantages when compared to other biomolecules, namely,
(1) their upstream position at the gene-expression pathway,
which means that the synthesis of multiple proteins can be
blocked through inhibition of a single RNA molecule and (2)
their diversified three-dimensional structure, which supports
the design and manipulation of a molecule with a level of
simplicity characteristic of the DNA, while displaying flexibility
in structure and diversity in function close to that of proteins.®

In spite of the growing knowledge regarding the regulatory
functions of RNA molecules, continuing challenges hinder the

information, with insights presently coming mostly from
primary sequence analysis.” In addition, druggable RNA
targets remain largely unexplored,® as RNA specific studies
are required due to its unique physicochemical properties,
which include unusual flexibility, highly negative charge, and
large flat binding pockets. Currently, the best defined RNA
drug target is the rRNA (rRNA), a fundamental part of the
ribosome.

Ribosomes ate among the most conserved and sophisticated
molecular machines of the cell and are the central components
of the protein-synthesis apparatus. It is composed of two
subunits, a small one named 30S (bacterial cell) and 40S
(eukaryotic cell), and a large subunit, the 50S (bacterial) and
60S (eukaryotic) cells, respectively, that join together to form
the complete ribosome particle (70S in bacteria and 80S in
cukaryotes).” While the smaller subunit plays the role of
decoding genetic information from messenger RNA (mRNA),
the larger one is covalently bound to the amino acids carried
by transfer RNA (tRNA) into a nascent protein. In the course
of the protein synthesis process, mRNA and tRNAs move
through the ribosome by the dynamic process of translocation.
The continuous movement of tRNAs from the aminoacyl site

design of new drugs. One example is the lack of structural
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