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Introducio

O cancer € uma das principais causas de morte em
todo o mundo. As estatisticas relacionadas ao céancer
podem variar ao longo do tempo, mas, em 2020, de
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC), estimou-se que ocorreram cerca de 10
milhdes de mortes relacionadas ao cancer em todo o
mundo (KARLIC, 2019).

O quadro atual do tratamento do cancer ¢
complexo e envolve diversos desafios. O tratamento do
cancer atualmente enfrenta dois principais desafios:
custos elevados e terapias muitas vezes tdxicas com
indice terapéutico reduzido.

Diversas abordagens sido consideradas no
tratamento do cancer, ¢ uma delas envolve a intervencdo
na via do mevalonato. Esta via metabolica desempenha
um papel crucial na produgdo de colesterol e de outros
compostos essenciais para as células, incluindo
precursores de moléculas de sinalizagdo celular chamadas
isoprenoides.  Alguns  candidatos a  firmacos
anticancerigenos agem inibindo a via do mevalonato,
interferindo na produg@o de isoprenoides fundamentais
para a proliferacdo celular e a sobrevivéncia das células
cancerigenas.

A via do mevalonato (Figura 1) desempenha um
papel critico nas etapas finais de farnesilagdo da proteina
Ras e geranilgeranilacdo da proteina Rho, que sdo
oncoproteinas associadas ao céancer. Quando essas
proteinas recebem grupos terpénicos, as mesmas S3o
ativadas e desencadeiam eventos celulares que promovem
a replicacdo descontrolada das células cancerosas.
Portanto, o bloqueio da via do mevalonato ¢ uma
interessante estratégia para combate ao cancer, uma vez
que impediria a ativagdo dessas proteinas-chave
envolvidas no processo de crescimento desordenado das
células cancerosas. Essa ¢ a razdo pela qual compostos
capazes de bloquear essas enzimas s3o vistos como
promissores agentes antitumorais (GOLDSTAIN, 2019).

Figura 1 — Representacdo esquematica da via do
mevalonato Fonte: Adaptado de Waller (2019)
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O objetivo proposto com o estudo foi conduzir
uma analise computacional de novos compostos
terpenoides com potencial para interferir na via do
mevalonato, como parte dos esfor¢os para
desenvolvimento de novos compostos para combate ao
cancer.

O método utilizado envolveu um estudo
computacional que incluiu analise conformacional e
docking molecular de compostos terpenoides. Esse estudo
visa compreender como as propriedades
estereoeletronicas desses compostos se relacionam com
alguns alvos moleculares previamente identificados na
literatura e relacionados a via do mevalonato. Esse tipo de
analise computacional ¢ fundamental para avaliar como
esses compostos podem interagir com alvos especificos
dentro da via do mevalonato, o que pode levar ao
desenvolvimento de terapias direcionadas no tratamento
do cancer e de outras doengas relacionadas (REID, 2004).

Metodologia
Os compostos GIB24 (AZEREDO et al., 2020;

Figura 2) e tipifarnib (REID, 2004) foram selecionados
como modelos para este estudo.

Geranilgeraniladas
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Figura 2 — Estruturas quimicas dos compostos GIB24 e
tipifarnib, investigados no presente estudo
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A estrutura do composto GIB24 foi desenhada e
otimizada inicialmente por mecanica molecular
utilizando o software GaussView 6® (DENNINGTON et
al., 2016). Posteriormente, foi realizada a analise
conformacional por busca sistematic utilizando o
software Spartan’14® na forma de base conjugada
(neutra) em fase gasosa por mecanica molecular (campo
de forca MMFF94). Foram geradas e armazenadas 100
conformagoes de menor energia. As 10 conformacgdes de

menor energia foram selecionadas, representando
aproximadamente 66% do total considerando a
distribuicdo de Boltzmann calculada segundo o

SPARTAN’14®. Em seguida, as 10 conformagdes foram
otimizadas por mecanica quantica com o método DFT,
usando o funcional B3LYP e o conjunto de bases
631G(d,p) com solvatacdo implicita em agua (método
IEFPCM) no software Gaussian 09® (DENNINGTON et
al.,2016).

Posteriormente, as trés melhores estruturas
otimizadas das bases conjugadas (com uma diferenca de
energia de até 0,2 Kcal/mol) foram convertidas em seus
acidos conjugados monocationicos por adicdo manual de
atomos de hidrogénio a elas no GaussView e salvas
separadamente como amoénios primario e secundario. Em
seguida, estas estruturas dos acidos conjugados foram
otimizadas com B3LYP e 6-31G(d,p) em agua (IEFPCM).

A etapa seguinte consistiu na realizagdo das
simulagdes de docking molecular com o software
Molegro Virtual Docker® (THOMSEN e CHRISTENSEN,
2006) (MVD®), versdo 7.0 Foi utilizada a estrutura da
enzima farnesiltransferase de proteinas (PFT) humana
complexada com o substrato natural farnesil-pirofostato
(FPP) e o inibidor tipifarnib (estrutura 1SA4; RCSB,
2022).

O melhor protocolo para as simulagdes de
docking foi investigado mediante combinagdo dos
algoritmos de busca e de pontuacdo disponiveis no
MVD®. O redocking do tipifarnib (ligante cristalografico)

foi usado como referéncia e avaliado por meio dos valores
de RMSD (Root Mean Square Deviation), uma métrica
comum para comparar as conformacdes da molécula
obtidas durante o docking com a estrutura de referéncia
previamente conhecida.

Foram feitas combinagbes dos diferentes
algoritmos de busca e pontuagdo. Os algoritmos de busca
utilizados disponiveis no MVD® sdo os seguintes:
MolDock Optimizer (1), MolDock SE (2), Iterated
Simplex (3) e GPU Screening (CUDA) (4). Os algoritmos
de pontuacdo disponiveis foram os seguintes: MolDock
Score (A), MolDock Score (GRID) (B), PLANTS Score
(C) e PLANTS Score (GRID) (D). Combinando-se estes
algoritmos, apenas trés das 16 combinagdes totais
possiveis puderam ser usadas para avangar com oS
calculos.

Resultados e discussao

Os resultados da analise conformacional estdo
resumidos na Tabela 1.

Tabela 1: Ranqueamento das conformagdes do GIB24
determinadas nas analises conformacionais.

Energia relativa (kcal/mol)
Base conjugada Acido conjugado
Conformacgoes Amonio | Amonio
MM"* | DFT: |Primario| Secundario
(DFT" (DFT")
1 0,00 0,50 - -
2 0,02 1,97 - -
3 0,16 0,00 0,17 2,44
4 0,17 0,91 - -
5 0,19 0,19 0,13 2,38
6 0,22 0,02 0,00 2,42
7 0,29 0,55 - -
8 0,31 0,47 - -
9 0,39 1,53 - -
10 0,41 1,93 - -

*MM: mecanica molecular, campo de forca MMFF94 (SPARTAN’14).
tFuncional B3LYP, conjunto de bases 6-31G(d,p), agua implicita
(IEFPCM), corregdo por ZPE (zero-point energy).

iFrequéncias imaginarias ausentes (exceto a conformagio 4).

Pela analise da Tabela 1, pode-se observar que as
estruturas dos acidos conjugados da amina do GIB24
(amonios primarios) sdo mais estaveis do que os amonios
secundarios, indicando que o grupo amino primario do
GIB24 ¢ mais basico do que o secundario.
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Nas simula¢des de docking molecular, observou-
se que a combinacdo que apresentou os melhores
resultados no redocking envolveu os algoritmos de busca
MolDock Optimizer e MolDock SE, juntamente com os
algoritmos de pontuacdo MolDock Score ¢ PLANTS

Score, entre os diversos cenarios testados (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados das combinagdes de algoritmos de

busca e pontuagao testados.
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Energia de intera¢do das melhores poses
(kcal/mol)
Esquema* RMS,D GIB24
(redocking)** | _ = |
Tipifarnib | Base | Aménio Amonio
neutra| primario | secundario

1A 0,9891 -157,918 |(-52,050| -67,948 -65,608
1B 1,1067 - - - -

1c 1,0814 -160,514 |(-61,872| -70,712 -60,229
1D 1,0599 - - - -

2¢ 0,8946 -158,093 (-58,741| -72,381 -59,943
2B 1,1156 - - - -
2C 1,1562 - - - -
2D 1,0479 - - - -
3¢ 3,3165 - - - -
3B 3,1611 - - - -
3C 3,1546 - - - -
3D 3,2939 - - - -
42 4,0500 - - - -
4B 2,3365 - - - -
4C 2,7599 - - - -
4D 39113 - - - -

*Algoritmos de busca: 1 - MolDock Optimizer; 2 — MolDock SE; 3 -
Iterated Simplex; 4 - GPU Screening (CUDA). Algoritmos de
pontuagdo: A - MolDock Score; B — MolDock Score; C - PLANTS
Score; D - PLANTS Score (GRID).

**RMSD calculado para a pose do tipifarnib com menor RMSD em
relagdo a estrutura cristalografica.

Nestes cenarios, observou-se que a estrutura que
apresentou a melhor interagdo com a enzima PFT foi a do
composto tipifarnib. Quanto ao GIB24, as melhores
interagdes foram observadas na forma do acido conjugado
da amina priméria (cation amonio primario), o que esta
em concordancia com os resultados obtidos na analise
conformacional.

Na Figura 3 a seguir, sdo apresentadas as
principais interagoes entre as melhores poses dos ligantes
e os residuos-chave do sitio ativo da enzima PFT.

Figura 3 — Mapas de interagdes entre os ligantes e o sitio
ativo da enzima PFT (criados com o software BIOVIA,
Dassault Systémes, DS Visualizer, DS2021 ®).
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A interagdo dos acidos conjugados com o residuo
TYR361 (tirosina) desempenhou um papel crucial na
diferenca observada em relagdo a forma de base
conjugada, indicando que essa interagdo ¢ significativa.

Além disso, percebe-se que o mesmo residuo
TYR361 estabeleceu interagdes fortes com o tipifarnib,
que é o composto de comparacdo, demonstrando a
importancia desse aminoacido. E relevante ressaltar que o
GIB24 e seus compostos também apresentaram
interagdes com o FPP (MOL M:440).

Essas observagdes destacam a importancia de
investigar mais a fundo as interagdes especificas entre os
ligantes, os aminoacidos e outros componentes do sitio
ativo da enzima, pois essas interacdes podem
desempenhar um papel crucial na atividade bioldgica e no
desenvolvimento de terapias direcionadas.
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Conclusoes

Apesar de os resultados obtidos com o GIB24 néo
terem alcangado a expectativa inicial no sentido de
apresentar atividade antitumoral, esta pesquisa contribuiu
para melhorar nossa compreensdo das interacdes da
enzima investigada envolvida na via do mevalonato. As
formas de 4cidos conjugados dos compostos
dinitrogenados, especialmente o amonio primario,
apresentaram resultados mais favoraveis no docking em
comparagdo com a base conjugada.

Isso sugere que compostos dinitrogenados
contendo aminas primarias em sua forma de acido
conjugado podem ter uma interacdo mais eficaz com a
enzima PFT em comparacdo com as formas de bases
conjugada. Os insights adquiridos ao longo do estudo
podem servir como uma base solida para investigagdes
futuras.

Este estudo teve um impacto positivo no
aprendizado académico e profissional, proporcionando a
aplicagdo pratica de principios tedricos complexos, o
aprimoramento das habilidades de pesquisa e analise,
bem como estimulando a interdisciplinaridade e uma
compreensdo mais profunda das relagdes entre quimica e
biologia.
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