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RESUMO

O uso de métodos computacionais para verificar a interacdo entre moléculas possibilita
reduzir o tempo de produgdo de novos farmacos, uma vez que esse processo pode ser utilizado
para excluir compostos ndo-reagentes. Nesse sentido, neste trabalho sdo analisadas,
computacionalmente, interacdes entre a proteina CRM1 e chalconas. A CRML1 ¢ a principal
proteina de exportacdo presente em mamiferos e atua no transporte de macromoléculas da
membrana nuclear para o citoplasma. Nesse estudo, em uma fase inicial, foram realizadas
simulacgdes de docking molecular para a triagem de chalconas que apresentam maior afinidade de
ligacdo com a proteina de interesse. Em seguida, os ligantes selecionados na fase anterior foram
utilizados em simulag6es de dinamica computacional, em que foram verificados valores de RMSD,
numero de pontes de hidrogénio e numero de contatos. Como a atividade da proteina CRM1 possui
relacdo direta com a descrita pelas proteinas p53 e MDM2, ambas foram empregadas em
simulacdes computacionais de docking e de dinamica molecular com chalconas. Na triagem
computacional realizada, foram selecionadas oito chalconas de interesse especifico, que sdo: G14,
G15, G19, D14, D15, D19, A6 e A20, que apresentaram melhores afinidades de ligagéo para a
CRM1. Em experimentos de dinamica molecular, foi verificado que, dentre as oito chalconas
selecionadas, algumas delas sdo comparaveis ou apresentaram melhores resultados de RMSD,
namero de contatos e de pontes de hidrogénio, quando confrontadas ao ligante de referéncia. Nesse
sentido, através de simulagdes computacionais, foram selecionadas moléculas de interesse, cuja

atividade pode auxiliar na regulacdo da proteina CRM1, p53 e MDM2.

Palavras-chave: CRM1; Simula¢gdes Computacionais; Molecular Docking; Dinamica Molecular.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Numero estimado de novos casos e de mortes no Brasil e no mundo decorrentes do
(02T =) SR TSSOSO 17
Figura 2: 1SOmMEeros de ChalCONAS. .........ueiuiiiiieeie et e e e e nae e 21
Figura 3: O tratamento com transchalcona diminuiu os niveis de CRML1 e, consequentemente,
reduziu a quantidade de proteina p53 ligada a CRM1, reduzindo a exportacdo de p53 para o
(o1 0] ] F= TS 14 - VOSSR 24
Figura 4: Estratégias consideradas em programas de docking molecular..............c.ccccceevvveinennnns 30
Figura 5: Estrutura da proteina CRM1 utilizada nas simulagdes computacionais de docking e de
dindmica molecular. A molécula esta na cor cinza e esta representada em cartoon. ................... 37
Figura 6: Estrutura da proteina p53 utilizada nas simula¢des computacionais de docking e dindmica
molecular. Sua estrutura é apresentada em cinza e é representada em cartoon. ............c.cceevenens 38

Figura 7: Estrutura da proteina MDM2 utilizada nas simula¢fes computacionais de docking e de

dindmica molecular. Sua estrutura é apresentada em cinza e € representada em cartoon............ 39
Figura 8: Estrutura generica de ChalCoNas. ..........ccoeiiiiiiisc s 42
Figura 9: Resumo da metodologia utilizada nos experimentos com a proteina CRM1................ 45

Figura 10: Estrutura da proteina CRM1, em cor cinza, contendo o ligante Leptomicina B, com
dados da conformacéo real, obtida em cristal, na cor azul, e experimental obtida no programa
AutoDock Vina, na cor magenta. A proteina CRM1 é representada em cartoon e o ligante de
referéncia, Leptomicina B, €M SHCK. .......c.coiiiiiiiciice e 47
Figura 11: Residuos formados entre CRM1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2;
(f) G3; (9) G4; (h) G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (1) G18; (m) G19; (n) G20; (0) G21; (p) G23; (a)
G24; (r) G25; (s) D1; (t) D2; (u) D3; (v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab)
D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25; (ag) A2; (ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) Al0;
(am) Al11; (an) Al2; (a0) Al4; (ap) Al5; (ag) Al7; (ar) Al9; (as) A20 (continua). ................... 50
Figura 12: Resultados de simulacao de dinamica computacional para RMSD utilizando a proteina
CRM1 (PDB ID 4HAT) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19;
() A I () 1AV OSSR PPPP 58


https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769852
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769852
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769863
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769863
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769863

Figura 13: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para pontes de hidrogénio
utilizando a proteina CRM1 (PDB ID 4HAT) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14;
(€) D15; (f) D19; (g) AB; (N) A20. ..ottt 59
Figura 14: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para nimero de contatos da
proteina CRM1 com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; (h)

Figura 15: Resultados de redocking para o ligante K76. A proteina é representada em cartoon, na
cor cinza, e o ligante K76, em todas as conformacgOes, em stick. Em magenta, encontra-se a
conformacédo do K76 obtida em redocking no programa AutoDock Vina, em azul no programa

AutoDock, em verde o resultado no SwissDock e em amarelo o ligante em sua estrutura no cristal.

Figura 16: Residuos de aminodcidos identificados para os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d)
D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; (h) A20 e (i) K76 utilizando o arquivo de PDB ID 4HB2. Nessa
figura, estdo escritos em verde os nomes de residuos da proteina e em preto estdo escritos 0s nomes
de reSidUOS dOS TIGANTES. .....ooviiiiieiiiieie ettt ettt nbe e 66
Figura 17: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para RMSD utilizando a proteina
CRM1 (PDB ID 4HB2) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (9)
AB; € (N) A20. ..ottt b bttt e Rt eete bt enearenras 68
Figura 18: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para 0 nimero de pontes de
hidrogénio da proteina CRM1 (PDB id.: 4HB2) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d)
D14; (e) D15; (f) D19; () AB; (N) A20. .....cuiiiiieiiiieietee e e 69
Figura 19: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para nimero de contatos
utilizando a proteina CRM1 (PDB ID 4HB2) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14;
(€) D15; (f) D19; (g) AB; € (N) A20. ..ot 70
Figura 20: resultados de dindmica computacional utilizando o ligante de referéncia K76 nas
simulacdes de: (a) RMSD; (b) numero de pontes de hidrogénio; e (c) nimero de contatos. ....... 71
Figura 21: Nas Figuras (a) e (b), a estrutura da proteina CRM1 utilizada nas simulagGes
computacionais é apresentada em cinza e sua representacdo esta em cartoon. Nessas figuras, as
chalconas sdo apresentadas utilizando o modelo stick e a cada uma delas é associada uma cor,
sendo: i) G14: vermelho; ii) G15: verde; iii) G19: azul; iv) D14: amarelo; v) D15: magenta; vi)
D19: ciano; vii) A6: laranja; e viii) A20: marrom. Em (a), apresenta-se a estrutura para a CRM1


https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872

de identificador PDB ID 4HAT. Em (b) apresenta-se a proteina de identificador PDB ID 4HB2,

que contém também o ligante de referéncia K76, que € apresentado em roxo.........c.cccecvevverueenee. 73
Figura 22: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) D14; (b) D15; e (c) Rita. ................. 79
Figura 23: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para RMSD da proteina p53 com
os ligantes: (a) D14; (D) D15; (C) RItA. ...ocveiieeieiieceec et 80
Figura 24: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para nimero de contatos da
proteina p53 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (C) Rita. ...cocevveveiiiiiieieeeieecee e 81

Figura 25: Resultados de simulagdo de dindmica molecular para numero de pontes de hidrogénio
da proteina p53 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (C) Rita. ......ccceveiveiieeiec e 82
Figura 26: Estrutura da MDM2 utilizada para simulagdes computacionais e os subdominios
gerados com os ligantes D14, D15 e Nutlin-3a. Nas figuras a.1, b.1 e c.1, a proteina esta
representada em cartoon e a regido da MDM2 que contém o ligante avaliado encontra-se circulada.
Para a representacao das chalconas D14 e D15 e do ligante de referéncia (Nutlin-3a), foi utilizado

o modelo de stick e ball. Nas figuras a.2, a.3, b.2, b.3, ¢.2 e ¢.3 podem ser observados 0s residuos

encontrados entre MDM2 e: (a.2, a.3) D14; (b.2, b.3) D15; (c.2, ¢.3) Nutlin-3a...........ccccvvvnene 86
Figura 27: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para RMSD da proteina MDM2
com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (C) NULHN-3a........c.cccveiiiieiieieee e 87
Figura 28: Numero de contatos da proteina MDM2 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Nutlin-
T F RSSO PERSRPRT 88
Figura 29: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para nimero de pontes de
hidrogénio da proteina MDM2 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Nutlin-3a. ..........c.cc........ 88

Figura 30: Amostras antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones C1, C2 e C3,
com temperatura: 20°C; concentragdo de IPTG: 1.0 milimol/Litro; tempo de indugéo: 18h.
Linhagem: RII(DES3). ..o bbbttt 91
Figura 31: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones C1 e C2 e temperatura
20°C; IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de inducgéo: 18h. Linhagem: Ril(DE3). Sobrenadante
(Sob) e pellet (Pel) SA0 aPreSENTAGOS. .......covevirieriirierie e 91
Figura 32: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones 3 (C3, RilIDE3) e 1 (C2,
BL21DE3) utilizando temperatura: 20°C; concentracdo de IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de
(1T (U o= T b < PSPPSR 92


https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769872
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769873
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877
https://d.docs.live.net/f035a191a11482dd/Área%20de%20Trabalho/Tese%20-%20Atual.docx#_Toc68769877

Figura 33: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones 2 (C2) e 3 (C3) com
temperatura: 20°C; concentracao de IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de inducdo: 18h. Linhagem:
BL21(DE3). Continuagao da FIQUIa 32. .......ccceiuiiieiieiiiie ettt sne e 92
Figura 34: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com o clone 1 (C1) com temperatura:
37°C; concentracdo de IPTG: 0.5 milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; e tempo de inducédo: 4h.
LiNhagem: RII(DES). .....ociiieiicie ettt et e e s be e te st e taete e e e nneenreenee e 93
Figura 35: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com o clone 1 (C1) com temperatura:
37°C; concentracdo de IPTG: 0.5 milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; e tempo de inducédo: 4h.
Linhagem: BL2L(DES3). ..c..ociiiiee ettt ettt ettt e be e e nne e ne e 93
Figura 36: Trés programas de maior citacdo na base de dados Scopus para as simulag¢6es de docking

molecular entre proteina € lIGaNte. .........cviiiiiiiie s 136



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estimativa de casos de cancer e taxas de mortalidade para Brasil e mundo nos anos de
2018 @ 2040, ..ottt r bRt E bt e R e R et Re Rt reete et e e enenrees 15
Tabela 2: Condigcdes avaliadas NOS ENSAIDS. .......c.ueireeueiieriieieseeseesiesie e ree e e e sae e e sreenee e 44
Tabela 3: Resultados de afinidade de ligagéo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock
Vina, AutoDock 4, SwissDock € DockThor (CONtINUA). ......cccvvevieiiiieiieciie e 47
Tabela 4: Combinacdo dos dez melhores resultados de afinidade de ligacdo obtidos em
experimentos de docking molecular para a proteina CRM1 (PDB ID 4HAT) e chalconas. ........ 49
Tabela 5: Residuos (RES) identificados nos complexos contendo a proteina CRML1 e chalconas e
suas respectivas porcentagens (P) de OCOIMENCIA. ....c.veveieeiieieiieseeie e 55
Tabela 6: Residuos calculados no programa LigPlot+ para os complexos contendo CRM1 e 45
CRAICONAS. ...t bbbt b ettt bbbt R Rttt benneeneas 56
Tabela 7: Resultados de afinidade de ligagdo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock
Vina, AutoDock 4 e SWisSDOCK (CONTINUA). .....c.eeverviriiriiiiniisieiee e 62
Tabela 8: Combinacdo dos dez melhores resultados de afinidade de ligacdo obtidos em
experimentos de docking molecular para a proteina CRM1 (PDB ID 4HB2) e chalconas. ......... 64
Tabela 9: Residuos formados entre a proteina CRM1 (PDB ID 4HB2) e ligantes G14, G15, G19,
D14, D15, D19, A6 e A20. Na ultima coluna, sdo apresentadas as porcentagens de ocorréncia
AESSES TESTAUDS. ...ttt sttt bbbt s e s et e b e besbe b e et e et e ene e st e st e benbenbesbeanenreas 65

Tabela 10: Resultados de RMSD, nimero de contatos e pontes de hidrogénio obtidos para os

ArQUIVOS AHAT € AHB2. ...ttt sttt te e s sseeste e st e nreenneeneenneenns 75
Tabela 11: Resultados de afinidade de ligagdo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock
VNG, € AULODOCK 4. ...ttt ettt ettt bbb e reens 76
Tabela 12: Resultados de RMSD, Numero de Contatos e Namero de Pontes de Hidrogénio para a
Q101 C=T 1o T 01 USSR 82
Tabela 13: Resultados de docking molecular para a proteina MDM2 e chalconas. ..................... 83

Tabela 14: Resultados de RMSD, Numero de Contatos e Namero de Pontes de Hidrogénio para a
PrOteiNA IMIDIMIZ. ..ottt et et e e s b e et e e b e e s beesbeeaaesbeeteeaeesteeneens 89
Tabela 15: Programas para simulagdes computacionais de docking molecular em complexos

contendo proteina-ligante. Nessa tabela, indisp. indicam programas cuja licenca encontra-se



indiponivel, NR refere-se ao nimero de artigos encontrados na revisao sistematica entre 0s anos

de 2015 e 2019 e NH indica que ndo ha citacbes Nesse Periodo..........cccvuvereereerieereeresieeseennens 112

10



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATF3 Fator de ativacdo de transcricdo 3
Ala549 Alanina 549

Ala552 Alanina 552

Argl110 Arginina 110

Asnl31 Asparagina 131

Asn268 Asparagina 268

Asn571 Asparagina 571

CADD Planejamento de farmacos auxiliado por computadores
CRM1 Chromosomal Maintenance 1
Cysb39 Cisteina 539

DANT Doencas e agravos ndo transmissiveis
DHFR Dihydrofolate reductase

DM Dinamica molecular

GIn18 Glutamina 18

GIn24 Glutamina 24

Gly58 Glutamina 58

GIn59 Glutamina 59

GIn72 Glutamina 72

GIn144 Glutamina 144

Glu582 Glutamina 582

Glu586 Glutamina 586

Glyl12 Glicina 112

GPL General Public License

GSTP1 Glutathione S-transferase P1
HPV Papilomavirus Humano

His73 Histidina 73

His96 Histidina 96



ICCC
Ile61
11e99
[1e532
[1e555
LBDD
Leud4
Leulll
Leu536
Leu580
LGA
LNCC
Lys51
Lys548
Lys579
MDR1
Met62
Met556
MRNA
P3M
P-GP
Phell3
Phe572
Phe583
PME
OMS
0S
RMSD

Classificacao Internacional do Céancer Infantil
Isoleucina 61

Isoleucina 99

Isoleucina 532

Isoleucina 555

Planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante
Leucina 54

Leucina 111

Leucina 536

Leucina 580

Lamarckian Genetic Algorithm

Laboratorio Nacional de Computacédo Cientifica
Lisina 51

Lisina 548

Lisina 579

Multidrug-resistant

Metionina 62

Metionina 556

RNA mensageiro

Particle-Particle-Particle Mesh Ewald
Membrane pump P-glycoprotein

Fenilalanina 113

Fenilalanina 572

Fenilalanina 583

Particle Mesh Ewald

Organizacdo Mundial da Saude
Osteossarcoma

Tolerancia do root-square-mean deviation

12



rRNA
SBDD
Ser269
SnRNA
SPME
Thr102
Thr575
TIP
Top2A
Trpl46
Tyr67
Tyrl00
Tyrl26
Val75
Val93
Val551
Val559
Val576
Val591

Acido ribonucleico ribossomal
Planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
Serina 269

Pequenos RNA nucleares

Smoth Particle Mesh Ewald

Treonina 102

Treonina 575

Transferable Intermolecular Potentials
Topo 2A

Triptofano 146

Tirosina 67

Tirosina 100

Tirosina 126

Valina 75

Valina 93

Valina 551

Valina 559

Valina 576

Valina 591

13



SUMARIO

S 1V 1210 516071 T 15
1.1, ODJEEIVOS. ..ottt bbbttt bbb 34
1.2, Organizagao do TrabalN0.........cccoiiiiiiiiiice e 35

2. MATERIAIS E METODOS ......cooveiieeeeeieeteseeieeesesie s tesee s ssssssesss s ssses s sssessss s ssnsssnsassnss 36
A S |V = 1= £ - L TSSOSO TTPRPRRPRN 36
pA 2 \V 1=l (o o (o] (oo - U TP PR PSP TP PRPRURPROOR 36

3. RESULTADOS ...ttt e s e e st e e s s e e e sabe e e snb e e e snaeeesneeeenneeeans 46

3.1.  Resultados COMPULACIONAIS ........ccveeveiieiireiiesie e erie e ste e re e e e e steeaesneennas 46
3.1.1. Resultados paraa CRML1 (PDB ID 4HAT) ...ccoi i 46
3.1.2. Resultados paraa CRML1 (PDB ID 4HB2).........cccooveiiiieiiece e 61

3.1.3. Consideragdes sobre os Resultados Computacionais Obtidos para a proteina CRM1 .. 72

3.1.4. Resultados Computacionais para a Proteina p53 .........cccceererrineneienenenieese s 76
3.1.4.1. Resultados de Docking MOIECUIAT ............ccoviiiiiiiiiie s 76
3.1.4.2. Resultados de Dindamica MOIECUIAr ...........cccooiiiiiiiiei s 79

3.1.5. Resultados Computacionais para a Proteina MDM2 ............cccccoveveiieve e 83
3.1.5.1. Resultados de Docking MOIeCUIar .............ccoeiiiiiciiiicceccece e 83
3.1.5.2. Resultados de DIin@mica MOIECUIAN ..........cccoviieiieiiie e 85

3.1.6. ConsideracGes sobre os Resultados Computacionais para as Proteinas CRML1, p53 e

IMIDIMIZ ..ottt bbbt b et R b bRt R bt Re R et Re bt neere et 89
3.2.  Resultados de Expressdo e Purificacdo do Dominio da Proteina CRM1............c.ccoc.ee.ee. 90
B, CONCLUSOES........iiiiieiieieetseie ettt 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cocoviieieieieiietssississe et 96
APENDICE ..ottt bbb 111

Programas de Docking Molecular entre Proteina-Ligante.........ccccccvveveieeiicveciece e 111

14



1. INTRODUCAO

Doencas e agravos nao transmissiveis (DANT) representam a principal causa de adoecimento e de
obito da populagdo mundial. No ano de 2018, cerca de 36 milhGes dos Obitos, o que representa
aproximadamente 63% dos casos, ocorreram em consequéncia das DANT, com destaque para as
doencas cardiovasculares, que representam 48% dos casos, e 0 cancer, que representa 21% delas
(INCA, 2018).

Neste trabalho é dado enfoque ao cancer, que € a segunda maior causa de morte no mundo
e foi associado a aproximadamente 9,6 milhdes dos casos de 6bito em 2018 (OMS, 2018). A
palavra cancer é utilizada para referenciar um conjunto com mais de 100 doencas diferentes, que
possuem em comum o crescimento desordenado de células (INCA, 2019). Segundo a Organizacao
Mundial da Saide (OMS), mundialmente, cerca de 1 dos 6 casos de morte sdo decorrentes dessa
enfermidade e aproximadamente 70% desses casos ocorrem em paises de renda baixa e média
(OMS, 2018). Em estudo realizado por da Cruz e Irffi (2014), foi verificado que o efeito renda estéa
relacionado diretamente a facilidade de individuos receberem um diagnéstico da doenca.

PredicOes realizadas pela OMS, contendo os numeros estimados para novos €asos € 0
numero de mortes decorrentes do cancer, discriminando valores por género (feminino e masculino)

e apresentando dados do Brasil e do mundo, podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1: Estimativa de casos de céncer e taxas de mortalidade para Brasil e mundo nos anos de 2018 a 2040.

Brasil
NUmero de Novos Casos NuUmero de Mortes
Ano Masculino Feminino Total Masculino Feminino Total
2018 278.607 280.764 559.371 129.134 114.454 243.588
2025 349.007 340.018 689.025 164.418 143.376 307.794
2030 404.577 384.623 789.200 193.571 166.396 359.967
2040 523.281 474.775 998.056 259.626 216.646 476.272
Mundo
NUmero de Novos Casos Numero de Mortes
Ano Masculino Feminino Total Masculino Feminino Total

2018 9.456.418 8.622.539 18.078.957 5.385.640 4.169.387 9.555.027
2025 11.380.492 10.091.504 21.471.996 6.510.260 4.957.708 11.467.968
2030 12.892.837 11.219.281 24.112.118 7.427.060 5.599.961 13.027.021
2040 16.014.743 13.518.251 29.532.994 9.397.256 6.991.203 16.388.459

Fonte: Compilagéo da autora’.

! Tabela gerada com dados extraidos de GLOBOCAN (2018).
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Note na Tabela 1 que, para o Brasil, é estimado que no biénio de 2018-2019, uma
ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano. Em termos de incidéncia por
regido geografica, as regides Sul e Sudeste concentram 70% desses novos casos, sendo que a
Regido Sudeste concentra cerca de 50% da incidéncia total para o biénio considerado (INCA,
2018). Ainda considerando a Tabela 1, observa-se um aumento do numero estimado de casos de
incidéncia e de mortes decorrentes do cancer em homens, uma vez que no ano de 2018, o indice
de novos casos é de 49,8% e aumenta para o ano de 2040 para 52,4%. O mesmo pode ser verificado
para 0 nimero estimado de mortes, que no ano de 2018 é de 53,0% para homens e aumenta para
54,5% em 2040.

Resultados semelhantes aos descritos anteriormente podem ser verificados quando 0s
dados sdo analisados mundialmente. Nota-se que 0 nimero estimado de novos casos entre 0s
homens, no ano de 2018, sobe de 52,3% para 54,2% no ano de 2040. Ainda, em relacdo a taxa de
mortalidade estimada, ha um aumento de 56,3%, no ano de 2018, para 57,3%, no ano de 2040. Em
todos os cenarios, a taxa de mortalidade estimada para os homens sempre foi maior do que a
aproximada para as mulheres. Detalhes referentes a Tabela 1 podem ser observados na Figura 1.
Considerando os anos discriminados, 0 hiumero de novos casos no Brasil representa cerca de 3%
dos casos do mundo e o nimero de mortes representa aproximadamente 2% dos casos.

O cancer pode ser desencadeado em diferentes tecidos ou 6rgaos e de acordo com a célula
ou tecido que abriga o ponto de origem, define-se o seu tipo. Ao originarem em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, sdo denominados carcinomas e se originarem em tecidos conjuntivos,
como 0ssos, musculos ou cartilagens, sdo chamados sarcomas (INCA, 2019). Ainda, em um
mesmo tecido ou 6rgdo, podem ser originados diferentes tipos de cancer. Na pele, por exemplo,
podem ser gerados diversos tipos dessa doenca, pois essa € formada por mais de um tipo de célula.

As causas que desencadeiam o cancer estdo relacionadas a fatores externos e internos.
Exemplos de fatores externos referem-se a exposicao excessiva a radiacdo ou a agentes quimicos,
tabagismo, consumo excessivo de alcool e sedentarismo. Como exemplos de fatores internos, tem-
se o sistema imunoldgico comprometido e a predisposicao genética (ONCOGUIA, 2017). Segundo
a OMS, atualmente, de 30 a 50% dos canceres podem ser evitados, pela adogédo de estratégias de
prevencao, como a reducdo a exposicao a ultravioleta e a vacinagdo contra Papilomavirus Humano
(HPV) e virus da hepatite B, bem como pela diminuigdo dos fatores de risco, como a reducdo do
uso do alcool e do tabaco (OMS, 2018).
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Figura 1: NUmero estimado de novos casos e de mortes no Brasil e no mundo decorrentes do cancer.
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2 Imagem gerada a partir de dados extraidos de GLOBOCAN (2018).
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Uma caracteristica importante de varios tipos de tumores cancerigenos € a metastase,
processo no qual as células tumorais migram do seu ponto de origem para outras partes do corpo
e formam os tumores. Esses tumores sdo denominados secundarios ou também metastases. Um
tumor € classificado como cancerigeno primario quando ocorre um acumulo de células
cancerigenas em um determinado ponto do organismo, sem que ele parta para outras partes do
corpo. Praticamente todos os tipos de cancer podem formar tumores metastaticos, mas os locais
em que a ocorréncia de metéstase € mais comum séo 0ssos, figado e pulmdo (ONCOGUIA, 2013).
Embora a maioria dos canceres tenha a capacidade de se espalhar para diferentes partes do corpo,
eles tendem a disseminar com mais frequéncia para certas partes do organismo que para outras
(ONCOGUIA, 2013). Um exemplo de tumor que forma metastase é o osteossarcoma, que é um
cancer originario nos 0ssos.

Os tumores 6sseos malignos ndo estdo entre as neoplasias infanto-juvenis de maior
incidéncia, representando apenas 5% dos canceres que ocorrem na infancia e na adolescéncia,
sendo o osteossarcoma (OS) o mais comum (OTTAVIANI; JAFFE, 2009; SAVAGE;
MIRABELLO, 2011). O OS é um tumor primario que afeta principalmente jovens com idade entre
10 e 16 anos (ABARRATEGI et al., 2016), por desenvolver preferencialmente em tecidos 6sseos
em fase de rapido crescimento, o que justifica o pico de incidéncia na adolescéncia durante o surto
de crescimento puberal (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009). Porém, esse tipo de cancer
apresenta distribuicdo de idade bimodal, com 30% dos casos afetando pacientes com mais de 40
anos (ABARRATEGI et al., 2016).

Em estudo realizado, considerando-se os tipos de cancer definidos na Classificacdo
Internacional do Céancer Infantil (ICCC), foi verificado pelos autores que o OS representa 2% do
total dos tipos possiveis de cancer desencadeados em pacientes americanos com até 14 anos
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). Embora considerado raro, com indices abaixo de 1% quando
comparado a outras neoplasias (MIRABELLO; TROISI; SAVAGE, 2009), o osteossarcoma
chama a atencdo pelo carater extremamente agressivo e metastatico, com elevada capacidade de
invadir e destruir tecidos moles (SAVAGE; MIRABELLO, 2011).

Embora a taxa de sobrevivéncia dos pacientes submetidos a cirurgia e a terapia multidrogas
seja estimada em cerca de 75%, a taxa de sobrevivéncia para os doentes metastaticos cai para 19%
a 30% (KAGER et al., 2003). Para pessoas com até 14 anos, em um periodo de 5 anos, o

osteossarcoma é o segundo tipo de cancer com maior taxa de mortalidade (SIEGEL; MILLER,;
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JEMAL, 2019). Os autores apontam que em 30,4% dos casos, 0s pacientes vém a obito e esse valor
é inferior apenas aos casos de leucemia mieldide aguda, cujo indice de mortalidade é de 33,6%.

A origem mais provavel do osteossarcoma é a partir de células mesenquimais, sendo
caracterizado por formacdo irregular de osso imaturo, producdo de matriz osteoide e células
fusiformes estromais malignas (MUTSAERS; WALKLEY, 2014). Aproximadamente 42% dos
casos ocorrem nas regides acima do fémur que estdo préximas ao joelho, 19% dos casos ocorrem
na regido da tibia e 10% na regido umero (OTTAVIANI; JAFFE, 2009).

Considerando o potencial de crescimento e disseminacédo, existem trés diferentes tipos de
osteossarcoma, que sdo 0s sarcomas de grau baixo, intermediario e alto (SOCIETY, s.d.), sendo o
OS de alto grau é o mais prevalente. Ele apresenta elevada taxa de crescimento e desdiferenciacédo
e seus subtipos mais comuns sdo o osteoblastico, condroblastico e fibroblastico. O osteosarcoma
de alto grau espalha-se pelo organismo predominantemente por meio da via hematogénica,
atingindo, preferencialmente, os pulmdes, que é o sitio mais comum para metastase (85-90% dos
casos) derivado desse sarcoma (KUIJJER; HOGENDOORN; CLETON-JANSEN, 2013).

O protocolo usual de tratamento do osteossarcoma inclui quimioterapia pré-operatoria
(neoadjuvante), cirurgia e quimioterapia pés-operatéria (adjuvante) (ABARRATEGI et al., 2016).
As drogas antitumorais utilizadas comumente para o tratamento incluem Doxorrubicina,
Cisplatina, Metotrexato, Epirubicina, Ifosfamida, Ciclofosfamida, Etoposideo, Gemcitabina e
Topotecano. O regime de tratamento mais utilizado é a associacdo de Doxorrubicina, Cisplatina e
Metotrexato, tanto na quimioterapia neoadjuvante como adjuvante. Apesar da eficacia da
associacdo dessas drogas, elas causam sérios efeitos adversos. A Doxorrubicina induz
cardiotoxidade (COLOMBO et al., 2013) e a Cisplatina provoca nefrotoxicidade, neurotoxicidade
e pode levar ao surgimento de neoplasia secundarias (SASTRY; KELLIE, 2005). O Metotrexato,
além de problemas renais, hepéaticos e neuroldgicos, também pode provocar mielossupressao
(HOWARD et al., 2016).

Outro problema com o protocolo de quimioterapia € o desenvolvimento de resisténcia a
drogas, bastante comum em doentes com recorréncia da doenca devido as metastases, fato que é
um obstaculo no sucesso do tratamento (YE et al., 2016). A resisténcia a cisplatina tem sido
relacionada ao aumento nos mecanismos de reparo do DNA e superexpressao da enzima GSTP1
(glutathione S-transferase P1), que metaboliza e inativa drogas anticancer. Os casos de resisténcia

a doxorrubicina estdo relacionados a alta expressdo da GSTP1 e do gene MDR1 (multidrug-
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resistant) que codifica a proteina P-GP (membrane pump P-glycoprotein) responsavel por exportar
substancias para fora da célula (HE; NI; HUANG, 2014). Por sua vez, 0s mecanismos de
resisténcia ao metotrexato envolvem reducdo na absorcdo da droga e o aumento dos niveis da
enzima DHFR (dihydrofolate reductase) através da amplificacdo do seu gene correspondente
(JAFFE, 2014). Desta forma, considerando que as terapias atuais para tratamento do
osteossarcoma sdo ainda insatisfatorias, especialmente em casos de metastases, e que muitas vezes
ocorre uma resisténcia as drogas comumente usadas, é imperativo continuar os esfor¢os para
desenvolver novas terapias e drogas para o tratamento desta doenca.

O uso de polifendis é apontado como efetivo para a prevencdo de doencas, tais como as
doencas cardiacas, diabetes e doencas neurodegenarativas e apresentam potencial aplicacdo no
tratamento de casos de cancer (SCALBERT et al., 2005). Polifendis representam um grupo de
substancias que sdo abundantes, podendo também ser encontrados em bebidas, em que exemplos
incluem chas e vinho tinto.

Um tipo especifico de polifenol sdo os flavonoides, que sdo polifenois encontrados, por
exemplo, em frutas citricas, legumes e verduras. As chalconas, flavonoides de cadeia aberta e
precursoras comuns da biossintese de outros flavonoides e isoflavonoides, s&o compostos que vém
recebendo atencdo especial por apresentarem diversas atividades bioldgicas (LEON-GONZALEZ
etal., 2015; MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015).

No esqueleto basico das chalconas (Figura 2), existem duas formas isoméricas, cis e trans.
A forma transchalcona é considerada termodinamicamente mais estvel e exerce atividade
citotoxica contra diferentes linhagens de células tumorais através de mecanismos variados que
incluem a interrup¢do do ciclo celular, inibicdo da angiogénese, inibicdo da polimerizacdo da
tubulina, indugdo de apoptose e a inibicdo de quinases reguladoras do ciclo celular
(MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015). Além disso, nosso grupo de pesquisa identificou a
transchalcona como um inibidor transcricional da topo 2A (Top2A), um alvo classico de muitas
drogas antitumorais (SILVA et al., 2013).
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Figura 2: Isbmeros de chalconas.

trans cis

Fonte: Grupo de Pesquisa da Autora.

Moléculas como a transchalcona possuem potenciais redox relativamente baixos e com
uma maior probabilidade de sofrerem reacGes de transferéncia de elétrons por conta da presenca
de ligagdes duplas conjugadas em sua estrutura. Esta propriedade da transchalcona, juntamente
com sua lipofilicidade, aumentam sua atividade biologica e ainda é notada uma caracteristica
interessante: o baixo efeito genotoxico, associado ao grupo amino de &cidos nucleicos, que a
maioria das drogas antitumorais em uso possuem (DIMMOCK et al., 1999). Dessa forma, a
transchalcona é considerada um composto apropriado para a sintese de varios derivados
heterociclicos, incluindo pirimidina, imidazol, tiazina, tiazol, quinolona, oxazol, benzopirano e
imidazolina. Esses hibridos de chalcona com anel heterociclico exibem varias propriedades
biologicas, que os destacam como agentes antibacterianos, antifingicos, antioxidantes,
antitumorais e anti-HIV (ZHOU E XING, 2015).

De interesse especifico deste projeto, a atividade inibidora da transchalcona e de seus
derivados sobre varias linhagens celulares tumorais ja foi descrita em diversos trabalhos da
literatura, incluindo trabalhos de nosso grupo de pesquisa (BORTOLOTTO et al.,, 2016;
SIKANDER et al., 2011; SILVA et al., 2013; SILVA et al., 2016). Também, nosso grupo de
pesquisa demonstrou que a atividade anticancerigena da transchalcona é mediada por aumento da
estabilidade da proteina supressora de tumores p53 e reducao nos niveis do fator de transcricdo
Spl, parceiro comum de p53 (SILVA et al., 2016).

A proteina p53 atua como um fator de transcricao o qual é ativado em resposta a diferentes
tipos de estresse celular como danos ao DNA, ativagdo de oncogénese e hipdxia. No genoma
humano, ela foi um dos primeiros genes supressores tumorais descobertos. Exemplos de suas
funcGes incluem o controle do ciclo celular, apoptose, manutencdo da integridade do genoma,

metabolismo, fertilidade, reprogramacao celular e autofagia (GU; ZHU, 2012).
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Gu e Zhu (2012) verificaram que a p53 coordena uma rede de regulagdo que supervisiona
e responde a uma variedade de sinais de estresse. Segundo esses autores, exemplos dessas
regulacdes correspondem a danos ao DNA, ativacdo oncogénica, estresse ribossomico, perda da
adesdo celula-célula e outras. Gu e Zhu (2012) afirmam que mutac6es da p53 ou perturbacdes em
sua coordenacdo, em menor escala, podem representar um desequilibrio fisiologico normal. Caso
esse desarranjo torne-se critico, ocorrem o0s casos de cancer.

Embora diferentes mecanismos subjacentes possiveis para a regulacdo do p53 tenham sido
propostos por décadas, nenhum deles é conclusivo. Além disso, a grande maioria das drogas
anticancerigenas utilizadas clinicamente possuem mecanismos de acdo baseados na inducdo de
danos ao DNA com respostas dependentes da atividade da p53. As mutacfes que ocorrem no gene
p53 sdo as alteracBes genéticas mais frequentes em tumores malignos. Segundo Cavalcanti Janior,
Klumb e Maia (2002), essa mutacdo na p53 ocorre em cerca de 60% das neoplasias. Além disso,
em sua forma ativa, a p53 tem um tempo de vida médio curto, que estd em torno de 6 minutos, o
que dificulta sua deteccio (CAVALCANTI JUNIOR; KLUMB; MAIA, 2002). Os autores
afirmam que na forma mutada ou inativa, a p53 tende a acumular-se no ndcleo celular, permitindo
sua deteccdo atraveés de métodos imunoldgicos, como a imunocitoquimica, imunohistoquimica,
western blot ou citometria de fluxo.

A regulacdo de p53 ocorre principalmente a nivel de estabilidade da proteina dentro de uma
rede de regulacdo, em que a p53 sofre poliubiquitinacdo mediada pelo seu principal inibidor, a
proteina MDM2 e subsequentemente degradacdo pelo proteassoma (SHADFAN; LOPEZ-
PAJARES; YUAN, 2012). Outros estudos tém mostrado que a estabilidade e a ativacdo de p53
pode ser reforcada pelo bloqueio da sua ubiquitinagdo mediada por MDM2 através da interacao
de MDM2 com proteinas, tais como DNAJB1, um membro da familia Hsp40, ou a ligacdo direta
de p53 com o fator de ativacdo de transcricdo 3 (ATF3), um fator de transcricdo da familia
ATF/CREB (Ql et al., 2014; YAN et al., 2005).

Ao formar complexos com a p53, a ATF3 também pode atuar como um cofator de
transcricdo na ativacao de genes alvos da p53, como no caso do gene DR5 (Death receptor 5)
(TAKETANI et al., 2012). Além disso, a ATF3 é capaz de ligar-se a formas mutantes da p53
(R175H e R273H) e de suprimir as fun¢es oncogénicas, reduzindo assim a migragéo e a invasao
celular de células que carregam essas versdes mutantes da p53 (WEI et al., 2014). A proteina

Hsp40, por sua vez, também tem demonstrado capacidade de se ligar a formas mutantes da p53,
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especialmente naquelas carregando a mutacdo R175H, e provocar o restabelecimento da
conformacéo selvagem da p53 (HIRAKI et al., 2015).

Um elemento importante na regulacdo de p53, mediada por MDMZ2, é o seu transporte para
o citoplasma. Em relacdo a p53, esse transporte é realizado pela proteina CRM1 (do inglés
Chromosomal Maintenance 1), também conhecida como Exportin 1 ou XPOL1. A proteina CRM1
facilita o transporte de grandes macromoléculas, incluindo o rRNA (&cido ribonucleico
ribossomal), SnRNA (pequenos RNA nucleares), alguns mMRNA (RNA mensageiro) e de proteinas,
através da membrana nuclear para o citoplasma (NGUYEN; HOLLOWAY; ALTURA, 2012). Em
sua forma livre, a proteina CRML1 volta para o nlcleo para que realize a proxima rodada de
exportacdo (MONECKE et al., 2013).

Segundo Niu et al. (2013), as proteinas de carga podem se ligar a CRM1 por meio de sinais
de sequéncia especificos, que, em geral, sdo chamados de sinais de exportacdo nuclear. Um sinal
de exportacdo nuclear € um peptideo alvo pequeno, que contém quatro residuos hidrofébicos e que
marcam a proteina para que ele seja transportado do ndcleo celular até o citoplasma da
célula. Segundo Niu et al. (2013), fatores de transcricdo e proteinas supressoras de tumores sao
transportadas pelo CRM1 do ndcleo para o compartimento citoplasmatico. As proteinas de carga
da CRML1 incluem numerosas proteinas de supressdo tumoral e proteinas reguladoras do
crescimento, tais como a p53, FoxO3a e o inibidor NF-kB, IkB (LAPALOMBELLA et al., 2012).
Foi relatado que um desbalanc¢o no nivel citosolico dessas proteinas tem sido observado nas células
cancerigenas. Segundo Lapalombella et al., (2012), mais de 14 proteinas de supressao tumoral e
proteinas reguladoras do crescimento foram identificadas como sendo exportadas pela CRM1 e
muitas delas coexistem em diferentes tipos de cancer.

A CRML1 é um alvo potencial para o tratamento de diversas doencas, sendo uma proteina
alvo no tratamento do céancer e de inflamagbes. Segundo Lapalombella et al., (2012), indices
elevados de CRML1 estdo relacionados a um prognostico ruim da doenga e de resisténcia a terapia
anticancerigena. Estuda-se também a relacdo da CMR1 e outras doencas. Em Mahboobi,
Javanpour, Mofrad (2015), por exemplo, estuda-se a relacdo entre a CRM1 e o HIV. Além disso,
existem estudos em que compostos sdo testados na tentativa de inibir a atividade dessa proteina,
uma vez que seu desequilibrio, sendo uma expressao elevada ou disfuncdo, tém sido relatadas em
varios casos de tumores solidos e hematoldgicos (LAPALOMBELLA et al., 2012). Em Niu et al.
(2013), por exemplo, utiliza-se a curcumina para inibir a atividade da proteina CRML.
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Micromoléculas de origem natural, como a leptomicina B, foram identificadas como inibidores de
CRML1. Porém, o desenvolvimento de drogas anticancerigenas utilizando essas micromoléculas
foi comprometido pela toxicidade sistémica significativa que apresentaram em estudos com
animais e humanos (LAPALOMBELLA et al., 2012). Dessa maneira, a CRM1 tem sido
considerado um alvo promissor para o desenvolvimento de novas drogas anticancerigenas (N1U et
al., 2013).

Experimentos realizados pelo grupo de pesquisa do Prof. Marins, da Unidade de
Biotecnologia da UNAERP, indicaram que a transchalcona pode se ligar 8 CRML1 e inibir sua
atividade. Em Silva et al. (2018), foi verificado que o tratamento com transchalcona diminuiu os
niveis de CRM1 e, consequentemente, reduziu a quantidade de proteina p53 ligada a CRM1
(Figura 3). Nesse sentido, a p53 fica por mais tempo no nucleo, ndo se deslocando para o
citoplasma, o que favorece a atividade anticancerigena. Cumulativamente, a transchalcona nédo
apenas degradou a expressao CRM1, mas também interferiu na interacdo entre p53 e CRML.
Porém, os mecanismos decorrentes dessa inibicdo ndo foram elucidados, sendo este um dos
objetivos do presente estudo. Considerando a atividade anticancerigena da transchalcona com
probabilidade de baixa toxicidade, a atividade inibidora sobre CRM1 pode auxiliar no

desenvolvimento de novos inibidores de CRM1 baseados em chalconas.
Figura 3: O tratamento com transchalcona diminuiu os niveis de CRML1 e, consequentemente, reduziu a quantidade

de proteina p53 ligada a CRM1, reduzindo a exportacdo de p53 para o citoplasma.
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Fonte: Silva et al., 2018.
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Simulagdes computacionais podem ser empregadas para verificar a interagdo entre dois ou
mais compostos. De interesse especifico para este trabalho, esses experimentos podem ser
realizados entre proteina e ligantes, abordagem essa que sera adotada nesse estudo para verificar a
ligacdo entre a proteina CRML1 e chalconas. A utilizacdo da analise computacional para verificar a
interacdo entre proteinas e ligantes é uma abordagem viavel para o desenvolvimento de novos
farmacos, frente ao tempo e ao custo para o desenvolvimento de uma nova droga que sdo altos.
Levando-se em consideracdo que, em media, gasta-se de 10 a 15 anos e de 500 a 800 milhdes de
dolares para introduzir um novo medicamento no mercado (BASAK, 2012), o uso de ferramentas
computacionais permite que esse tempo seja reduzido.

Na producdo de um farmaco, nas fases iniciais de planejamento do mesmo, sdo
identificadas moléculas de baixa poténcia e afinidade e que devem ser otimizadas em relacdo a
uma série de propriedades, como poténcia, afinidade, absor¢do e metabolismo (GUIDO, 2010).
Esses compostos, ap0s a otimizacdo, sdo selecionados e tornam-se candidatos para o
desenvolvimento de um novo farmaco. Nesse sentido, uma triagem computacional de compostos
de interesse pode ser realizada como uma fase inicial do processo de selecdo de compostos. Como
exemplo, as técnicas in silico foram utilizadas para o desenvolvimento do inibidor da integrase do
HIV, Raltegravir, do anticoagulante Tiroban e do antiviral Zanamivir (OPENZICA, 2016).

A criacdo de farmacos empregando ferramentas computacionais é denominada
planejamento de farmacos auxiliado por computadores (do inglés Computer Assisted Drug Design,
CADD). Essa area € dividida em duas subareas principais, que sao: i) planejamento de farmacos
baseado na estrutura do receptor (do inglés structure-based drug design, SBDD); e ii)
planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (do inglés ligand-based drug design,
LBDD).

O planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD) é um método em
que se tem conhecimento das estruturas dos alvos moleculares, que sdo obtidas, por exemplo,
atraves de cristalografia por raio-X, NMR e microscopia eletrénica. Essas técnicas permitem
modelar computacionalmente as estruturas de biomoléculas tridimensionais em sua forma de
associacao, identificando residuos formados entre diferentes moléculas, as for¢as de interagdo e as

energias envolvidas. As representacdes computacionais das estruturas biologicas séo realizadas o
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mais proximo do que é encontrado na natureza e as biomoléculas sdo, geralmente, proteinas ou
RNAs.

Para o planejamento de fA&rmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD), néo € necessario
0 conhecimento do receptor-alvo. Nesse método, sdo investigadas as propriedades e caracteristicas
de ligantes conhecidos para uma molécula-alvo, para que se estabelecam relacdes entre as
propriedades fisioquimicas e atividades antibidticas. Essas informag6es podem ser utilizadas na
otimizagdo de drogas ja conhecidas ou para o desenvolvimento de novos farmacos, com atividade
otimizada (WENBO; MACKERELL Jr., 2017). O SBDD e o LBDD sdo métodos Uteis na
identificacdo, selecdo e otimizacdo de moléculas bioativas candidatas. Ainda, por conta de sua
complementaridade, quando possivel, essas técnicas podem ser empregadas em conjunto.

O enfoque deste trabalho é utilizar as simulacBes computacionais para experimentos de
docking molecular, técnica em que é empregada a estrutura do receptor, 0 que a caracteriza como
SBDD. Estudos relacionados ao docking molecular iniciaram na década de 1980, com o trabalho
de Kuntz et al., (1982), que descreveram a técnica e a empregaram na investigacdo da interacdo
entre heme-mioglobina e da ligacdo de hormonios analogos da tiredide & prealbumina. Os
primeiros métodos automaéticos de docking molecular surgiram na década de 1990, com o0s
programas AutoDock, GOLD, HammerHead e FlexX, que sdo detalhados no apéndice 1 deste
trabalho.

Desde a proposta desses programas, essa técnica possui aplicacbes em areas como a
quimica medicinal e a biologia estrutural. Exemplos de trabalhos em que programas de docking
molecular sdo utilizados incluem Bora, Suzuki e Funar-Timofei (2019), em que os métodos sao
empregados na formulacdo de inseticidas e de Ahmed e Alkali (2019), em que sdo descritos
inibidores para a enzima caspase-3, cuja atividade fica desregulada em casos de cancer. Ainda,
simulagdes de docking molecular podem ser utilizadas na filtragem de grandes bibliotecas de
compostos, na otimizacdo dos mesmos e na concepgao de novos farmacos.

O estudo da interagdo entre ligante e proteina €, em geral, 0 mais realizado ao empregar o
docking molecular. Porém, outras moléculas podem ser empregadas nessas simulacfes, 0 que
permite, por exemplo, que simulacGes entre ligante e proteina, proteina e proteina e proteina e
DNA sejam realizadas. Para essas simulacgdes, sdo disponibilizados bancos de dados contendo

informagdes estruturais de moléculas de interesse. Exemplos para bancos de dados sdo: i) de

26



enzima: Brenda3; e ii) de proteina: RCSB Protein Data Bank* e UniProt® (Universal Protein
Resource).

De posse das estruturas de interesse, ao realizar simulagfes de docking molecular, €
possivel prever computacionalmente a orientacdo preferencial que uma molécula apresenta em
relacdo a uma segunda quando elas estdo ligadas, a afinidade de ligacdo entre ambas e a estrutura
tridimensional do complexo gerado, o que possibilita identificar o local de interacdo entre essas
moléculas.

Em programas de docking molecular, é possivel prever diferentes conformagdes formadas
entre moléculas, que sdo denominados modos de ligacdo, e a cada complexo gerado associa-se
uma afinidade de ligacdo, que € expressa em quilocaloria/mol (kcal/mol). Nos programas de
docking molecular, para verificar diferentes conformacdes formadas e selecionar as que
apresentam melhor afinidade de ligagéo, séo utilizadas duas fases principais, que séo: i) a fase de
busca, em que ¢é determinado o ponto de interacdo entre as moléculas selecionadas; e ii) o céalculo
da afinidade de ligacédo entre essas moléculas, na posicdo determinada na fase i.

Na fase i, em que ocorre a busca, é identificada uma posi¢do adequada, com energia baixa
no complexo, em que é interessante incluir, quando possivel, modos de ligacdo determinados
experimentalmente. Caso a termodinamica do sistema, considerando tanto os efeitos entalpicos
guanto os entropicos, seja modelada de maneira correta pela funcéo de energia, a solugdo gerada
pelo programa de docking serd a mesma que a obtida experimentalmente (DE PAULA; HORTA,
2014). Porém, devido a complexidade desse procedimento, em que o espaco de busca na
macromolécula pode ser grande, para otimizar o tempo de resposta para o problema, sdo
empregados algoritmos que adotam abordagens distintas, que sdo: sistematica, deterministica ou
estocastica. Essa classificacdo considera a flexibilidade das moléculas utilizadas e o espaco de
busca selecionado. Na abordagem sistematica, ha uma convergéncia para a melhor conformacao,
que é o ponto de energia minima. Ao empregéa-la, sdo explorados todos os graus de liberdade do
ligante e a busca ocorre de maneira exaustiva, em toda a regido do receptor. Porém, o custo
computacional dessa abordagem € alto, uma vez que esta relacionado com os graus de liberdades
do sistema, bem como ao tamanho do receptor utilizado. Desse modo, para ligantes e receptores

maiores, com muitos graus de liberdade, essa abordagem é proibitiva. Na abordagem

% Banco de Dados Brenda: disponivel em http://www.brenda-enzymes.info/
4 Banco de Dados RCSB Protein Data Bank: disponivel em https://www.rcsb.org/
5 Banco de Dados Uniprot: disponivel em http://www.uniprot.org/
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deterministica, sdo considerados métodos de minimizacdo de energia e de dindmica molecular.

Segundo de Paula e Horta (2014), séo utilizadas ferramentas como o gradiente, em que € verificada

a direcdo de menor crescimento de energia no sistema e a movimentagdo do sistema ao longo do

tempo. Ao utilizar essa abordagem, em geral, ocorre a convergéncia para um minimo de energia

do sistema, que ndo €, obrigatoriamente, o minimo global (que possui o melhor resultado), pois ha

a possibilidade de minimos locais. Dessa forma, a solucédo final para o sistema ao utilizar a

abordagem deterministica esta diretamente relacionada as suas condicdes iniciais. Na abordagem

estocastica, sdo utilizadas heuristicas, que sdo métodos computacionais em que sdo fornecidas
respostas aproximadas para um problema de solucdo computacional demorada. Em geral, seu uso
retorna resultados aproximados em intervalo de tempo finito, cujo critério de parada do programa

é definido pelo usuério do programa. Exemplos de heuristicas empregadas em programas de

docking molecular séo:

e Algoritmos Genéticos: sdo utilizados os conceitos genéticos de evolugdo, cruzamento e
mutacdo para a proposta de algoritmos que empregam essa abordagem. Através dessas
operacdes, evolucBes (ou seja, melhorias) na solucdo (denominada populacdo) atual sdo
alcancadas através de operacdes de cruzamentos e mutacdes, que sao realizados em populacoes
cuja afinidade ja foi avaliada.

e Busca Tabu: dado um ponto inicial, sdo realizadas buscas locais (pequenas alteragdes
conformacionais) e é utilizada uma lista para impedir que certas posi¢Ges sejam avaliadas, uma
vez que elas ja foram verificadas previamente.

e Recozimento Simulado (Simulated Annealing): nessa classe de algoritmos, sdo empregados 0s
conceitos da fisica relacionados a temperatura e a estrutura molecular dos sélidos, para
determinar uma nova conformacdo para o sistema.

e Otimizacdo de Col6nia de Formigas: essa classe de algoritmos baseia-se no comportamento
real das formigas, que buscam o menor caminho entre o formigueiro e a fonte de comida.
Durante esse processo, as formigas comunicam entre si através da deposicdo de feromonio
para marcar os caminhos de maior interesse. Nesse caso, € provavel que as melhores solugdes
apresentem maior deposicao de feroménio.

No algoritmo de busca, é possivel realizar ou ndo uma alteracdo na conformacdo do
receptor e do ligante. Geralmente, o receptor € mantido rigido e alteragdes no ligante séo realizadas

(chamado de docking semi-rigido). Exemplos de programas de docking que empregam o docking
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semi-rigido sdo o FlexX e o Dock. Em outros programas, ligante e receptor sao rigidos (docking

rigido) ou ambos sdo flexiveis (docking flexivel). Ainda, existem programas que utilizam a

abordagem ensemble, em que a afinidade de ligacdo para multiplas conformagfes da molécula-

alvo séo avaliadas.

Em uma segunda fase, apds a selecdo de um novo sitio de interesse, é aplicada uma funcéo
de avaliacdo do sistema formado. Conforme descrito por de Paula e Horta (2014), para esse
calculo, sdo utilizadas funcbes de campo de forca cléssicas, que sdo resultantes do somatério de
diferentes fontes de energia. Segundo os mesmos autores, para realizar essa avaliacdo, deve-se
considerar a interacdo entre o receptor-ligante e a energia interna do ligante, considerando os
termos ligados e ndo ligados, de modo que sdo utilizadas funcGes de aproximacéo para calcular a
afinidade de interacdo. Nessa fase, sdo aplicadas func6es de pontuacdo como:

e Funcdes de Campo de Forca, em que as afinidades sdo estimadas pela soma da forca de van
der Waals intermolecular e interacfes eletrostaticas entre todos os &tomos das moléculas
contidas no complexo formado.

e Funcdes empiricas, em que sdo consideradas interagdes como: hidrofébico-hidrofobico,
hidrofobico-hidrofilico, nimero de pontes de hidrogénio e nimero de ligacGes que podem ser
rotacionadas e estdo imobilizadas no complexo formado.

e Funcdes baseadas no conhecimento, em que sdo empregadas informacdes ja disponiveis em
bases de dados. Nessa categoria, sdo consideradas estatisticas de contatos intermoleculares de
grandes bancos de dados tridimensionais para definir a fungéo de pontuagéo.

De acordo com de Paula e Horta (2014), ndo existe um modelo de fungdo que possa ser
aplicado a qualquer tipo de caso e que expresse, de maneira eficaz, todos os tipos de ligagéo.
Porém, ao realizar a simulacdo computacional da interacdo de uma proteina com um receptor,
devem-se tratar as diversas forcas envolvidas, em que exemplos de forgas incluem as interagdes
eletrostaticas, eletrodindmicas e os graus de flexibilidade das moléculas.

Conforme descrito anteriormente, diferentes estratégias sdo adotadas em programas de
docking molecular. Fatores como tipo de docking, flexibilidade do ligante e funcGes de pontuagéo
sdo considerados para avaliar a afinidade de ligacdo presente no sistema. Nesse sentido, essas

estratégias sao resumidas na Figura 4.
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Figura 4: Estratégias consideradas em programas de docking molecular.
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Os programas de docking molecular diferem no algoritmo de busca, nas alteracdes
conformacionais do ligante e do receptor e na funcéo de avaliacdo, o que tem relacdo direta com o
método implementado nesse programa. Na literatura, sdo disponibilizados diversos programas
para simulac6es de docking molecular. Desse modo, no apéndice 1 deste trabalho, encontra-se uma
revisdo sistematica contendo 122 programas de docking molecular para ligagdes do tipo proteina-
ligante e suas descricdes.

De interesse para esse trabalho, devido a sua utilizagdo, os programas AutoDock 4,

AutoDock Vina, SwissDock e DockThor séo detalhados a seguir. Dentre os programas de docking
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molecular, o AutoDock (MORRIS et al., 1998) é o mais citado na literatura, considerando a revisao
sistematica disponivel no apéndice deste trabalho. Esse programa € disponivel sob a General
Public License, sendo que seu uso comercial e ndo comercial e redistribui¢éo sdo permitidos. No
AutoDock 4, é utilizada a heuristica Algoritmos Genéticos como algoritmo de busca.

O programa de docking molecular AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010) é uma
variante para o AutoDock e foi proposto de forma a permitir um nimero maior que tor¢des nos
ligantes. Ainda, em geral, fornece respostas de maneira mais eficiente, ou seja, em menor espago
de tempo que o AutoDock. O AutoDock Vina é utilizado nas predigdes de conformacdes do tipo
proteina-ligante e permite a programacdo multithread, para acelerar o tempo de execucdo das
simulacdes. No AutoDock Vina, sdo utilizados Algoritmos Genéticos e é adotado um passo de
otimizacdo, em que sdo selecionados ligantes com resultados de afinidade descrevendo minimos
locais, que s&o resultados de interesse, que sdo armazenados e refinados, a fim de melhorar as
predicdes nas saidas geradas pelo programa. Os programas AutoDock Vina e AutoDock sdo
disponibilizados pelo Laboratdrio Molecular Graphics, no The Scripps Research Institute®.

O programa de docking molecular para proteina e pequenos ligantes SwissDock
(GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) é webservice, open source (Apache webserver),
gratuito e segundo seus autores, foi proposto para permitir uma interface de uso agradavel ao
usuario. Ap6s o envio do receptor e do ligante nesse programa, para a realizacdo das simulacfes
de docking, as execucdes séo realizadas em um servidor remoto de alto desempenho. Em seguida,
apo6s a finalizacdo das simulagfes de docking, o complexo resultante e a energia do sistema sao
enviados por e-mail.

O programa de docking molecular DockThor (ALMEIDA, 2011; DE MAGALHAES,
2006) € webservice, gratuito, utiliza Algoritmos Genéticos em sua implementacdo e foi
desenvolvido pelo grupo de Modelagem Molecular em Sistemas Bioldgicos do Laboratério
Nacional de Computacéao Cientifica (LNCC). O portal contendo esse programa foi disponibilizado
em 2013 e, segundo seus criadores, 0 DockThor é o primeiro programa brasileiro, e possivelmente
de todo o hemisfério Sul, para realizacdo de docking molecular receptor-ligante. De modo similar
ao SwissDock, apds o envio do receptor e do ligante no portal do DockThor, ocorre a realizacao

das simulagdes de docking em um servidor remoto de alto desempenho.

¢ Disponivel em http://autodock.scripps.edu/
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Computacionalmente, também é possivel verificar os residuos de aminoacidos presentes
no complexo formado entre proteina e ligante. Um residuo de aminoacido ocorre quando um
aminoacido se liga a outro e nessa reagdo quimica é liberada dgua. Essa ligagdo se estabelece pela
ligacdo covalente do grupo amina de um aminoacido com o grupo carboxila do outro.

Simulac¢Bes computacionais de docking apresentam, em geral, resultados aproximados ao
calcular a afinidade de ligacdo entre moléculas. Nos programas para essa finalidade, apds
determinar a conformacdo final gerada para o complexo, ndo sdo consideradas as interacfes que
ocorrem apos essa ligacdo. Considerando os sistemas reais, em que atomos e moléculas podem
interagir apds essa unido inicial, o uso de métodos que considerem alteraces na conformacéo do
sistema durante um intervalo de tempo é de interesse. Nesse sentido, estudos de dinamica
molecular (DM) sdo Uteis para investigar se as interacdes se mantém apds de ligacdo inicial,
considerando também se a ligacdo se mantém estavel ao longo da trajetdria e se novas interacoes
ocorrem nesse complexo.

Nos programas de DM, consideram-se 0s principios de mecanica classica e sdo simulados
comportamentos microscépicos descritos pelo complexo formado. Nessas avaliacdes, também é
analisado o comportamento individual dos atomos presentes no sistema. Nesses estudos, fatores
como pressdo, energia interna, volume, temperatura, entropia, energia livre e outros sdo
considerados.

Em simulag@es de dindmica molecular, a partir da estrutura tridimensional do sistema e de
uma posic¢do inicial das particulas, calcula-se o potencial de interacdo entre as particulas, que é
denominado campo de forca. Segundo Namba, Silva, Silva (2008), esse célculo é definido através
da soma de varios termos de energia, considerando os termos para atomos ligados, que sdo
comprimentos e angulos de ligacdo e angulos diedros, e os termos para atomos nao-ligados,
obtidos pelas interagdes de van der Waals e de Coulomb. Exemplos de campos de forga disponiveis
na literatura incluem CHARMM (BROOKS et al.,, 1983), GROMOS (GUNSTEREN E
BERENDSEN, 1987; GUNSTEREN et al., 1996) e AMBER (WEINER et al., 1984) e a selecdo
do campo de forga deve considerar o sistema estudado, bem como as informagdes que se tem
interesse relacionadas a esse complexo. Sabendo-se que em estudos de DM sdo verificados
intervalos de tempo, a cada passo sdo calculadas as novas posigdes e velocidades associadas a cada

particula.
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Em simulacbes de DM, é utilizada uma caixa de simulacdo que contém as moléculas
empregadas nos experimentos, que pode adotar diferentes geometrias. Exemplos para essas
geometrias incluem a cubica, a paralelepipédica e a octaédrica truncada. Segundo Nimba, Silva,
Silva (2008), é comprovado que os resultados gerados nas simulagGes sdo praticamente
independentes da geometria utilizada para as caixas de simulacao.

Antes de iniciar as simulacdes de dindmica, é necessario eliminar contatos ruins entre 0s
atomos, 0 que ocorre através do processo de minimizacao de energia, em que sdo verificadas as
coordenadas que permitem que a energia potencial do sistema seja minimizada. Nesse
procedimento, a superficie de potencial é percorrida em dire¢cdo ao ponto em que a energia
decresce, de modo que o sistema é levado a um minimo de energia local préximo, atraves do ajuste
nas ligacBes quimicas, nos angulos entre ligacdes e nos contatos de van der Waals (NIMBA,
SILVA, SILVA, 2008). Exemplos de algoritmos de minimizagdo incluem o método steepest
descent (ARFKEN, 1985; MENZEL, 1960, MORSE, FESHBACH, 1953), o método dos
gradientes conjugados (HESTENES, STIEFEL, 1952) e o método de Newton-Raphson
(FLETCHER, 1980; KREYSZIG, 1993). Apds 0 passo de minimizacdo, o sistema é aquecido de
modo gradual até que atinja a temperatura de interesse.

Em simulacbes de DM, como sdo utilizados sistemas microscopicos que imitam o
comportamento de sistemas macroscépicos, devem ser consideradas as condi¢fes de contorno
presentes no sistema. Isso ocorre pois o numero relativo de particulas na superficie do sistema
microscopico € muito maior do que para um sistema macroscépico, 0 que causa efeitos de
superficie indesejaveis (NIMBA, SILVA, SILVA, 2008) e deve ser evitado, para obtencdo de
resultados mais realisticos para 0 modelo. Desse modo, através das condicdes de contorno, 0s
efeitos que ocorrem na superficie sdo eliminados e as particulas sdo consideradas como se sempre
estivessem internas a esse sistema. Para tratar interacdes de curto alcance, utiliza-se o
procedimento denominado convencdo da imagem minima, em que € considerado um raio de corte
esférico para impedir a sobreposi¢do de uma particula com ela mesma ou para impossibilitar
interacGes entre a mesma particula (NIMBA, SILVA, SILVA, 2008). Para as intera¢des de longo
alcance, métodos como P3M (Particle-Particle-Particle Mesh Ewald), PME (Particle Mesh
Ewald), descrito por Darden, York, Pedersen (1993) e SPME (Smoth Particle Mesh Ewald),

proposto por Essmann et al. (1995), sdo utilizados para produzir trajetorias estaveis.
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Além disso, nas simulacdes de DM, devem ser considerados os modelos de solvatacdo
utilizados nos sistemas. Exemplos de solvatacdo incluem TIP (do inglés Transferable
Intermolecular Potentials, que possui as variagdes TIP3P, TIP4P e TIPSPSPC) e que foi descrito
por Jorgensen et al. (1983) e SPC/E, proposto por Berendsen, Grigera, Straatsma (1987).

Devido a aplicabilidade de simulagdes de dinamica molecular na area de planejamento de
farmacos assistido por computador, essa metodologia computacional também sera utilizada neste
trabalho, utilizando o programa GROMACS 5.0.1 (PRONK et al., 2013). O desenvolvimento do
GROMACS iniciou em 1991 e nesse programa sdo realizadas simulagdes contendo moléculas que
séo flexiveis ao longo de sua trajetoria. Além disso, utiliza-se da dindmica molecular classica, em
que sdo empregadas equacdes de movimento de Newton para o calculo das trajetdrias de particulas.
A cada particula no sistema é calculada uma forca total, que é resultante de sua interacdo com
outras particulas.

O GROMACS permite realizar, em especial, simulacdes em proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Nesse programa, € possivel que as simulagdes sejam realizadas de maneira sequencial,
utilizando apenas um processador, ou utilizando-se de paralelismo, 0 que permite que permite que
0 programa gere respostas mais rapidamente. O GROMACS funciona de maneira nativa em
sistemas do tipo Unix (como Linux ou Mac OS X). Porém, é possivel adapta-lo para ser executado
no sistema operacional Windows. Nesse caso, segundo seus autores, 0 uso desse programa é mais
pesado e sua execucao é lenta. O GROMACS € um programa de codigo aberto e esta sob a GNU
General Public License (GPL).

No GROMACS, selecionando-se as moléculas de interesse, o programa, ao final de sua
execucdo, produz um arquivo que contém a trajetéria em que sdo descritos 0s movimentos dos
atomos em estudo ao longo do tempo. Através desse arquivo, a partir da trajetoria gerada, é
possivel analisar”, por exemplo, se ha estabilidade ou ndo na ligagéo entre duas ou mais moléculas,

0 numero de contatos e o nimero de pontes de hidrogénio.
1.1. Objetivos
O objetivo geral deste projeto é a triagem de chalconas com atividade inibidora potencial da

proteina CRM1. Trabalhamos com a hipGtese de que através dos estudos de interacao,

identificaremos o sitio de ligagdo da transchalcona em CRM1. Ainda, tem-se como objetivos
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especificos:

e Verificar a atividade de inibicdo das chalconas para a proteina CRM1 através de simulacao
computacional de docking molecular.

e Auvaliar as chalconas selecionadas na triagem do passo anterior através de simulacGes de
dindmica computacional e correlacionar a estrutura e a atividade desses ligantes.

o Realizar simulag6es de docking e dindmica computacional com as proteinas MDM2 e p53.

1.2. Organizagdo do Trabalho

Este trabalho possui a se¢fes de Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados e Concluséo, cujos
conteidos séo apresentados nas secles 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Na se¢do 1, sdo apresentadas
as motivacdes para realizacdo desse estudo e o conteldo necessario para compreensao deste
trabalho. Na sec¢do 2, descreve-se a metodologia aplicada ao realizar os experimentos, bem como
0s materiais necessarios para sua elaboracdo. Na secdo 3, sdo apresentados os resultados obtidos
nas simulagdes computacionais e nos ensaios laboratoriais. Finalmente, na se¢do 4, sdo

apresentadas as conclusdes obtidas atraves dos experimentos realizados.
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2. MATERIAIS E METODOS

Nas subsecbes 2.1 e 2.2, sdo apresentados, respectivamente, 0s materiais necessarios para a

realizacdo deste trabalho e a metodologia a ser aplicada para a obtencéo dos resultados esperados.

2.1. Materiais

Para realizacdo dessa pesquisa, 0s seguintes materiais foram utilizados:

e Programas AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010), AutoDock 4 (MORRIS et al., 1998),
SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) e DockThor (ALMEIDA, 2011; DE
MAGALHAES, 2006), utilizados nas simulacdes de docking molecular;

e Programa AutoDock Tools (SANNER, 1999), que contém ferramentas para a manipulacdo das
estruturas das proteinas e ligantes empregadas nas simula¢Ges computacionais;

e Programa GROMACS 5.0.1 (PRONK et al., 2013), para realizar simulacbes de dinamica
computacional e para calculo de RMSD;

e Programa PyMol (DELANO, 2002), utilizado para visualizacdo e manipulacdo de compostos;

e Banco de dados RCSB (RCSB, 2020), para obtencdo da estrutura das proteinas CRM1, p53 e
MDM2.

e Programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009), utilizado para desenho dos ligantes;

e Programa LigPlot+, v. 2.2 (WALLACE, LASKOWSKI e THORNTON, 1996), para célculo
de residuos presentes nos complexos;

e Programa VMD, versdo 1.9.3, para calculo de numero de pontes de hidrogénio e numero de

contatos.

2.2. Metodologia

Inicialmente, foi realizada uma revisdo da literatura envolvendo aspectos tedricos e praticos
necessarios para o desenvolvimento do projeto. Dentre os temas estudados, destacam-se: i)
levantamento de referencial abordando as proteinas CRM1, p53, MDM2 e chalconas; ii)
programas necessarios para as simulagdes de docking molecular e dindmica computacional.

Em seguida, foram realizados os desenhos das chalconas utilizadas nas simulagdes
computacionais no programa Gaussian 09 (FRISCH et al.,, 2009), através de licenca

disponibilizada pela Universidade Estadual de S&o Paulo — UNESP. Os ligantes foram otimizados
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com os parametros GROUND STATE, semi-empirico e PM6 (STEWART, 2007).

Logo apds, foram selecionadas as estruturas computacionais da proteina CRM1 para as
simulagdes, utilizando trabalhos correlatos que as empregam, seguida da verificacdo dos desenhos
que apresentam melhores resolugdes. Como exemplo, em Niu et al. (2013), utiliza-se a estrutura
da CRM1 (Figura 5) com identificador 4HAT (SUN et al., 2013). No presente trabalho, optou-se
por utilizar a estrutura da CRM1 de mesmo identificador (resolucdo: 1.78 A) e a estrutura de
identificador 4HB2 (SUN et al., 2013), cuja resolugéo é de 1.8 A. Ambas foram obtidas no banco
de dados de proteinas (RSCB PDB), em que os autores empregaram difracdo de raio-X e utilizaram
sistema de expressao Escherichia coli. Nessas simulagdes, foi selecionado apenas o dominio de
interesse da CRML. Foi realizado um redocking com os ligantes Leptomicina B, disponivel no
arquivo de PBD ID 4HAT, e K76, disponivel no arquivo de PBD ID 4HB2. Um redocking ¢ a
comparacdo da conformacdo de dados reais de ligacdo, obtidos na estrutura cristalina, com os
dados obtidos em simulacdes computacionais. A Leptomicina B foi identificada como um inibidor
da atividade da CRM1 em Kudo, Matsumori e Taoka (1999). Uma vez que o redocking com a
Leptomicina B ndo foi realistico, utilizou-se o ligante, K76 como ligante de referéncia nas
simulagdes de dinamica computacional. Um ligante de referéncia € uma molécula ja descrita na

literatura cuja atividade é conhecida para a proteina de interesse.

Figura 5: Estrutura da proteina CRML1 utilizada nas simulages computacionais de docking e de dindmica molecular.
A molécula esté na cor cinza e esta representada em cartoon.

Fonte: Autora. A representacéo estrutural foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).
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A proteina p53 (Figura 6) também foi utilizada em simulacdes de docking e de dinamica
molecular. Os programas AutoDock 4 e AutoDock Vina, foram utilizados para as simulagdes de
docking molecular para as 45 transchalconas avaliadas. As simulacdes de dindmica foram
realizadas com as chalconas D14 e D15, pois foi verificado elas possuem atividade de inibir a
migracdo de células de osteossarcoma, baseada na atividade da p53 sobre a regulacdo de genes
associados ao processo de transicdo epitélio mesenquimal (SILVA et al., 2018). Essas chalconas
também foram selecionadas pois, em outro trabalho, foi demonstrado que o aumento da atividade
de p53 em células de osteossarcoma tratadas com transchalcona, a molécula qual a D14 e D15 séo
derivadas, é baseado na estabilizacdo de p53 mediada pela chaperona Hsp40 e no bloqueio de sua
exportacdo para o citoplasma via inibicdo de CRM1 (SILVA et al., 2018). A estrutura da proteina
p53 utilizada para simula¢Ges computacionais foi retirada do banco de dados de proteinas (RSCB
PDB) através do identificador 2PCX e que possui resolucéo de 1.54 A. O ligante Rita foi utilizado
como referéncia para a p53. Esse ligante reativa a p53, induz a apoptose tumoral e é descrito como
um ativador do tipo selvagem e reativador da funcao do p53 mutante (WIEGERING et al., 2017)

e 0 desenho de sua estrutura foi realizado no programa Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009).

Figura 6: Estrutura da proteina p53 utilizada nas simulagdes computacionais de docking e dindmica molecular. Sua
estrutura é apresentada em cinza e é representada em cartoon.

Fonte: Autora. A representacdo estrutural foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).
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Ainda, simula¢Ges computacionais de docking e de dindmica molecular, foram realizadas
com a proteina MDM2 (Figura 7). As células tumorais da p53 podem ficar inativas através da
superexpressdo da MDM2, que é o principal regulador negativo da p53. A MDM2 liga-se a
proteina supressora da p53 com grande afinidade e modula negativamente sua atividade e
estabilidade transcricional (VASSILEV et al., 2004). Desse modo, inibir a interacdo MDM2-p53
pode estabilizar a p53 e, por esse motivo, simulacdes computacionais foram realizadas com a
MDM2. A estrutura da proteina MDM2 utilizada para simulagdes computacionais foi retirada do
banco de dados de proteinas (RSCB PDB) atraves do identificador 4HG7 (ANIL et al., 2013). O
ligante Nutlin-3a, disponivel no PDB ID 4HG7 da proteina MDM2 foi utilizado para redocking

com a proteina MDMZ2, pois foi descrito como inibidor para a MDM2 em Kojima et al. (2006).

Figura 7: Estrutura da proteina MDM2 utilizada nas simula¢Ges computacionais de docking e de dindmica
molecular. Sua estrutura é apresentada em cinza e é representada em cartoon.

Fonte: Autora. A representacdo estrutural foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).

O programa AutoDockTools (SANNER, 1999) foi utilizado para preparar as proteinas e as
chalconas utilizadas para as simulagdes de docking molecular. Os hidrogénios da proteina e das
chalconas ligados a &tomos nédo polares foram removidos. O estado de protonagdo dos residuos de
histidina da proteina foram definidos de acordo com a programa PROPKA 3.0 (OLSON et al.,
2011) do server PDB2PQR versdo 2.0.0 (DOLINSKY et al., 2004), considerando pH 7,0. As
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estruturas da Leptomicina B e do K76 foram removidas do arquivo da CRM1 (PDB ID 4HAT e

PDB ID 4HB2, respectivamente), bem como o composto Nutlin-3a foi removido da estrutura da

MDM?2. A raiz rigida dos ligantes foi identificada automaticamente, definindo todas as possiveis

ligacOes covalentes rotaveis como ativas para a realizacao de tor¢es na busca conformacional no

sitio de ligacao.

2.2.1. Parametros Utilizados nos Programas de Docking Molecular

Os programas AutoDock 4, AutoDock Vina, SwissDock e DockThor foram utilizados em

simulacdes de docking molecular. Para esses programas, foram utilizadas as seguintes

configuracGes:

AutoDock 4: em todas as simulag@es que o utiliza, foi adotado um espacamento de 0,375 A,
100 corridas, populagdo de 250, nUmero méaximo de avalia¢@es igual a 25.000.000. Os demais
parametros utilizados foram padrdes do programa. Nesse programa, foram utilizados
Lamarckian Genetic Algorithm (LGA), toleréncia do root-square-mean deviation (RMSD)
para a analise de cluster de 2.0 A e foi calculada a energia eletrostatica interna. Para a CRM1,
p53 e MDM2 foram utilizadas, respectivamente, caixas delimitadoras de tamanho 80 x 80 x
80 A, 100 x 100 x 100 Ae 70 x 70 x 70 A.

AutoDock Vina: empregou-se uma caixa delimitadora de tamanho 30 x 30 x 30 A, para CRM1
e p53, e 24 x 26 x 24 A para a MDM2. Foi utilizada uma exaustdo igual a 16 para CRM1 e
p53 e 32 para a MDMZ2. Em todas as simulacdes, foi adotado um espacamento de 1 A.
SwissDock: foi utilizado apenas para as simulacbes com a proteina CRM1, em que foi
empregada uma caixa delimitadora de tamanho 30 x 30 x 30 A e uma preciso acurada.
DockThor: esse programa foi utilizado apenas para a simulacdes com a CRM1 de PDB ID
4HAT, pois seus resultados apresentaram grande divergéncia aos encontrados nos programas
AutoDock 4, AutoDock Vina e SwissDock. Nessa simulacdo, utilizou-se uma caixa
delimitadora 8 x 8 x 8 A, espacamento de 0.25 A, 1.000.000 avaliagBes, populacio de tamanho
1.000 e 30 corridas.

2.2.2. Parametros Utilizados no programa GROMACS para Simulacéo de
Dinamica Molecular

40



O GROMACS versdo 5.0.1 (PRONK et al., 2013) foi utilizado para as simulacGes com a
CRM1 e MDM2. As simulacdes de dinamica molecular (DM) foram realizadas no programa
GROMACS utilizando o campo de forca CHARMM36, para CRM1 e MDM2, e GROMOS54a7,
para p53. O modelo de &gua utilizado foi TIP3P (JORGENSEN et al., 1983).

Foram utilizados em simulacgdes de dindmica computacional os ligantes Rita, K76 e Nutlin-
3a como referéncia, para fins de comparacdo com os resultados obtidos com chalconas. A posicéo
inicial do composto Rita, utilizado como ligante de referéncia nas simulagdes de DM com a p53,
foi obtida a partir da saida do programa de docking molecular do programa AutoDock Vina. A
estrutura desse ligante desenhada no programa Gaussian 09 e otimizada com o método semi-
empirico PM6 (STEWART, 2007). Para os demais ligantes de referéncia utilizados, foi utilizada
a estrutura do composto obtida em cristal. Para as simulacées, foi considerada uma caixa cubica
de 74 A e solvatacio em solugio de 100 milimol/Litro de NaCl em &gua. O estado de protonacéo
dos residuos foi definido considerando-se os resultados obtidos no PROPKA 3.0 (OLSON et al.,
2011) utilizando um pH 7,0. Foram empregadas condi¢Ges de contorno periddicas e NPT
ensemble, em todas as simulagdes. Para o sistema, foi utilizada uma temperatura de 298 K (25 °C)
e pressao de 1.0 bar, através do termostato de Berendsej modificado (t; = 0.1 ps) e do barostato
Parrinello-Rahman (t, = 2.0 ps e compressibilidade 4.5 X 10~>bar~1). Um ponto de corte de 14
A para os potenciais de Lennard-Jones e Coulomb foi utilizado. Para medir as interagbes
eletrostéticas, utilizou-se o algoritmo particle mesh Ewald (PME). Ainda, para as simulagdes de
DM, utilizou-se um intervalo de tempo de 2.0 fs e todas as ligacdes covalentes envolvendo atomos
de hidrogénio foram restritas as suas distancias de equilibrio. O algoritmo de minimizacdo do
gradiente conjugado foi utilizado para relaxar os atomos, a fim de evitar as sobreposi¢des que
ocorrem no inicio do processo de construcdo da caixa. Para minimizar a energia do sistema,
utilizou-se o algoritmo do gradiente conjugado e steepest descent integrator, com critério de forca

méxima igual a 1000 kJ. mol"*nm™1.

Apos a execucdo dos testes, as trajetorias obtidas foram analisadas de acordo com 0s
seguintes parametros: a) RMSD; b) nimero de pontes de hidrogénio (distancia de corte = 3.5 A e
angulo maximo = 45°); e ¢) nimero de contatos (< 0.6 nm). Para obtencéo dos valores de RMSD,
foi utilizado o programa VMD v. 1.9.3. O RMSD ¢é dado em Angstrém (do inglés Root Mean
Square deviation, ou desvio medio quadratico), em que €é calculada a mudanca de posi¢do do
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ligante de interesse ao longo de sua trajetdria. Para verificar o nimero de pontes de hidrogénio,
utilizou-se o programa VMD, verséao 1.9.3. Definiu-se como 45° o angulo méaximo formado entre
as moléculas e 3,5 a distancia entre ligante e receptor. Para calculo do nimero de contatos, utilizou-
se 0 comando gmx mindist, que é um programa é disponibilizado pelo GROMACS e ¢é utilizado
no calculo da distancia entre o ligante e a proteina. O contato de um atomo com um outro atomo
ou grupo de atomos € contado com um contato. Ao final, o grafico gerado contém o nimero de

contatos que ocorreram entre a proteina e o ligante ao longo da trajetoria.

2.2.3. Chalconas

As chalconas (Tabela 1, Figura 8) modeladas computacionalmente neste trabalho, foram
cedidas pelo Prof. Luis Octavio Regasini, do grupo de quimica medicinal do Laboratério de
Quimica Verde e Medicinal, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual Paulista (UNESP - Sdo José do Rio Preto) e pelo Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho do
Nucleo de Investigacdes Quimico-Farmacéuticas, da Universidade do Vale do Itajai. As chalconas
utilizadas nos testes originais foram obtidas pelo método de condensagdo de Claisen-Schmidt e
caracterizadas quanto a sua atividade citotoxica em linhagens de células tumorais em trabalhos
anteriores de nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2016).

Figura 8: Estrutura genérica de chalconas.
Rs

R'; o]
Fonte: Grupo de Pesquisa da Autora.

Chalcona Anel A Anel B
R’z R’3 R’4 R’5 R’e Rz Ra R4 Rs Re MW
1 T10 H H H H H H OH H H H 224.26
2 T33 H H H H H H OH OH H H 240.26
3 T37 H H H H H OH H H F H 224.25
4 T38 H H H H H OH H H CH; H 238.29
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5 G2
6 G3
7 G4
8 G5
9 G6
10 G114
11 G15
12 G18
13 G119
14 G20
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17 G24
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19 D1
20 D2
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22 D4
23 D6
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237.3
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257.72
302.17

253.3
273.33
287.36
291.27
273.33

229.3
213.24
236.27
222.27
222.27
223.38

237.3
241.26
257.72

253.3
273.33
287.36
291.27
273.33

229.3
213.24
236.27
222.27
222.27
254.28
255.27
304.35
253.28
268.31
272.27
270.28
270.28
288.73
284.31
322.28
269.28
320.34

2.2.4. Descricédo dos Ensaios de Expresséo e Purificagédo
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Os ensaios utilizando o plasmideo contendo o dominio da CRM1 foram obtidos na Empresa
FastBio. Nos experimentos, foram avaliadas as linhagens de bactéria E. coli Ril(DE3) e E. coli
BL21(DE3), que foram transformadas através do método de choque térmico utilizando o

plasmideo solicitado a empresa FastBio. A sequéncia utilizada para os ensaios foi:

MSEDTEKREVVTVIKDLLDLCVKKRGKDNKAVVASDIMYVVGQYPRFLKAHWNELRTVILKLFEFMHETH
EGVQODMACDTFEFIKIVQKCKYHEFVIQ

Nos experimentos, as col6nias utilizadas foram escolhidas e cresceram em meio LB com
50 ugmL~* de kanamicina, para a linhagem BL21(DE3) e 50 ugmL™?! de kanamicina e 50 ugmL™!
de cloranfenicol, para a linhagem Ril(DE3). Para crescimento, em ambas as linhagens, foi utilizada
a temperatura de 37 °C, até obter a densidade 6tica 0.6.

Em seguida, para inducdo da expressao proteica, foram avaliadas, de forma independente,
diferentes temperaturas, que variaram entre 20°C, 28°C e 37°C e diferentes concentracdes de
Isopropyl b-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Nos experimentos, a expressdo da proteina de
interesse foi induzida com concentragcdes de IPTG de 0.4, 0.5 e 1.0 milimol/Litro. O tempo de
inducdo também foi alterado, empregando 4h ou 18h. De forma especifica, nesse passo, foram
realizadas as combinag6es de concentracdo de IPTG, tempo de inducdo e temperatura conforme

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Condicdes avaliadas nos ensaios.

Concentracéo de IPTG Tempo de Inducéo Temperatura
0.5 milimol/Litro 4h 37°C
1.0 milimol/Litro 4h 37°C
0.4 milimol/Litro 18h 28°C
0.4 milimol/Litro 18h 20°C
0.5 milimol/Litro 18h 20°C
1.0 milimol/Litro 18h 20°C

Fonte: Autora.

Ap0s o tempo de inducdo, as amostras foram centrifugadas a 4,800 x g por 50 minutos, a
4°C e o pellet foi ressuspendido utilizando tampdo de lise (50 milimol/Litro Tris-HCI pH 8.0, 500

milimol/Litro NaCl). As células foram lisadas através de sonicacdo com um pulso de 30 s. Em
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seguida, as células foram centrifugadas a 25,000 x g por 50 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e a amostra foi ressuspendida em tamp&o. Em seguida, foi coletado uma amostra do pellet.

Selecionadas as amostras, utilizou-se o gel SDS-PAGE de 20% por aproximadamente 3
horas (90 volts) para avaliar expressdo e solubilidade da proteina de interesse. O dominio de
interesse da proteina possui ~12 kDa. Na Figura 9, pode-se observar um fluxograma contendo os

experimentos computacionais e de laboratorio utilizando a proteina CRM1.

Figura 9: Resumo da metodologia utilizada nos experimentos com a proteina CRM1

Selecdo de Estruturas da Proteina CRM1
Identificadores da proteina CRM1: 4HAT e 4HB2

Desenho e Otimizacao dos Ligantes

Programa utilizado: Gaussian 09

Simulag¢des de Docking Molecular

Programas: AutoDock Vina, AutoDock 4, SwissDock e DockThor

A 4

Simulacdes de Dinamica Computacional

Ensaios Laboratoriais

Fonte: Autora.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente trabalho s@o descritos a seguir. Na subsecéo 3.1, seréo
apresentados os resultados de docking e de dinamica molecular obtidos utilizando a CRM1 (PDB
ID 4HAT e ID 4HB2), p53 e MDM2. Na subse¢do 3.2, os dados obtidos através dos ensaios
laboratoriais utilizando o dominio da CRM1 foram descritos.

3.1. Resultados Computacionais

Nas subsecdes 3.1.1 e 3.1.2, séo apresentados, respectivamente, os resultados de docking e
dindmica molecular obtidos ao utilizar os arquivos da proteina CRM1 com PDB de identificador
4HAT e 4HB2. As consideracdes obtidas através dessas simulacdes encontram-se na subsecéo
3.1.3. Nas subsecdes 3.1.4 e 3.1.5 sdo apresentados, respectivamente, os resultados de docking e

dindmica molecular utilizando a proteina p53 e MDM2.

3.1.1. Resultados paraa CRM1 (PDB ID 4HAT)

Na secdo 3.1.1.1, sdo apresentados os resultados de docking molecular obtidos com a
proteina CRM1, empregando o PDB ID 4HAT. Na secdo 3.1.1.2, sdo apresentados os resultados

de dindmica molecular, para essa mesma estrutura.

3.1.1.1. Resultados de Docking Molecular

O PDB de identificador 4HAT possui em sua estrutura de cristal o composto Leptomicina B, que
foi utilizado para redocking e é o ligante de referéncia nessa simulacdo. No redocking, foi obtida
uma afinidade de ligagéo igual a-7,3 kcal/mol, no programa AutoDock Vina. Na Figura 10, podem
ser observadas a conformacao real (na estrutura cristalina) em azul e a computacional (obtidas em
simulacbes de docking molecular) em magenta. Nessas simulacfes, no redocking, é obtida uma
conformacdo que diverge com os dados da estrutura em cristal, o que pode ser explicado, em
partes, devido ao tamanho da estrutura Leptomicina B. Em programas de docking, quando o ligante
apresenta muitos pontos de tor¢ao, como ocorre na Leptomicina B, em que os pontos totalizam 19,
os resultados podem néo refletir os dados reais. Por esse motivo, a Leptomicina B néo foi utilizada
nas simulacGes de dindmica computacional. Ainda, € de interesse que o ligante de referéncia

empregado possua estrutura semelhante a apresentada pelos demais ligantes avaliados. Em relacao
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ao trabalho proposto, note que as chalconas utilizadas possuem menos pontos de tor¢do que a
Leptomicina B, o que induz a um aumento na confiabilidade dos resultados de docking e de
dindmica molecular.

Figura 10: Estrutura da proteina CRM1, em cor cinza, contendo o ligante Leptomicina B, com dados da

conformacéo real, obtida em cristal, na cor azul, e experimental obtida no programa AutoDock Vina, na cor
magenta. A proteina CRML1 é representada em cartoon e o ligante de referéncia, Leptomicina B, em stick.

Fonte: Autora. A representacdo estrutural foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).

Os resultados de docking molecular para os programas AutoDock 4, AutoDock Vina,
DockThor e SwissDock, empregando as 45 chalconas, podem ser observados na Tabela 3. Nessa
mesma tabela, é discriminada a posicdo dos ligantes de acordo com a afinidade de ligacéo

encontrada nesses programas.

Tabela 3: Resultados de afinidade de ligagéo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock Vina, AutoDock 4,
SwissDock e DockThor (continua).

AutoDock Vina AutoDock 4 DockThor SwissDock
Chalcona Afinidade de Afinidade de Afinidade de Afinidade de
Ligacdo Posicdo Ligacdo Posicdo Ligacdo Posicao Ligacao Posicdo
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
T10 -7,6 14 -5,81 16 -8,052 21 -6,55 43
T33 -7,1 30 -5,45 27 -7,832 32 -6,67 34
T37 -7,6 15 -5,563 21 -8,059 19 -6,66 37
T38 -1,7 12 -5,88 15 -8,189 6 -6,74 29
G2 -7,0 33 -5,42 28 -8,019 24 -6,69 31
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G3 7,2 25 -5,16 37 -8,275 1 -6,69 32
G4 -6,9 36 -5,49 24 -8,244 2 -6,75 28
G5 -6,9 37 -5,60 18 -8,226 3 -6,77 23
G6 -6,7 41 -5,16 38 -7,448 39 -7,15 4
Gl4 -8,5 4 -6,54 5 -7,984 27 -7,35 1
G15 -9,0 2 -6,52 6 -7,731 35 -7,03 8
G18 =17 13 -5,18 36 -8,023 23 -7,32 2
G19 -8,3 6 -6,03 12 -8,135 14 -6,89 13
G20 -6,2 45 -5,01 42 -8,182 7 -6,99 10
G21 -6,3 44 -4,76 44 -8,219 4 -6,54 44
G23 -6,9 38 -5,54 20 -8,017 25 -6,67 35
G24 -7.1 31 -6,14 10 -8,149 10 -6,77 24
G25 -7,5 16 -1,47 1 -8,205 5 -6,86 16
D1 -7,5 17 -5,30 31 -8,148 11 -6,60 41
D2 -7,2 26 -5,59 19 -8,142 13 -6,63 40
D3 -7,3 22 -5,22 32 -8,157 9 -6,59 42
D4 -7,0 34 -5,48 25 -8,158 8 -6,88 15
D6 -7,0 35 -5,20 33 -7,684 37 -6,68 33
D14 -8,6 3 -6,63 4 -7,811 34 -6,85 18
D15 -9,4 1 -7,03 2 -7,388 41 -7,12 5
D18 -7,8 10 -5,19 34 -8,058 20 -6,76 25
D19 -8,3 7 -6,51 7 -7,001 45 -6,91 12
D20 -6,5 43 -5,05 41 -7,837 30 -6,67 36
D21 -6,6 42 -4,70 45 -8,130 16 -6,48 45
D23 7,2 27 -5,35 30 -7,818 33 -6,66 38
D24 -7,2 28 -5,97 13 -8,107 17 -6,72 30
D25 -8,0 9 -6,1 11 -7,879 29 -6,81 20
A2 -1,5 18 -5,48 26 -8,134 15 -6,65 39
A5 -6,9 39 -5,09 39 -8,086 18 -6,80 21
A6 -8,2 8 -6,48 8 -7,306 43 -7,09 7
A8 -7,8 11 -591 14 -7,945 28 -7,02 9
A9 -1,4 20 -5,68 17 1,372 42 -6,76 26
Al0 -7,3 23 -5,38 29 -8,048 22 -6,79 22
All -1,4 21 -5,51 23 -8,145 12 -6,76 27
Al2 -6,9 40 -5,08 40 -7,834 31 -6,84 19
Al4 7,2 29 -5,52 22 -7,715 36 -6,89 14
Al5 -7.1 32 -5,19 35 -7,443 40 -6,86 17
Al7 -71,5 19 -4,88 43 -7,199 44 -7,18 3
Al9 -7,3 24 -6,22 9 -7,988 26 -6,95 11
A20 -8,4 5 -6,94 3 -7,683 38 -7,11 6

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligacdo obtidos nos programas AutoDock
Vina, AutoDock 4, DockThor e SwissDock.

Considerando a afinidade de ligacdo obtida para o ligante de referéncia no programa
AutoDock Vina, que foi igual a -7,3 kcal/mol, é possivel verificar que os dados obtidos no mesmo
programa para 21 chalconas foi superior. As chalconas D15, G15, D14, G14, A20, G19, D19, A6,
D25, D18, A8, T38, G18, T10, T37, G25, D1, A2, Al7, A9 e All apresentaram melhores
afinidades de ligacdo que a Leptomicina B. A ordenacdo das dez melhores afinidades de ligagéo
obtidas nos programas AutoDock Vina AutoDock 4, DockThor e SwissDock pode ser observada
na Tabela 4.
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Tabela 4: Combinacéo dos dez melhores resultados de afinidade de ligagdo obtidos em experimentos de docking
molecular para a proteina CRM1 (PDB ID 4HAT) e chalconas.

AutoDock Vina AutoDock SwissDock DockThor
Afinidade de Afinidade de Afinidade Afinidade de
Ligacdo Ligacdo de Ligacdo Ligacdo
Chalcona  (kcal/mol) | Chalcona  (kcal/mol) Chalcona  (kcal/mol) | Chalcona (kcal/mol)

D15 -9,4 G25 7,47 G14 -7,35 G3 -8,275
G15 -9,0 D15 -7,03 G18 -7,32 G4 -8,244
D14 -8,6 A20 -6,94 Al7 -7,18 G5 -8,226
G14 -8,5 D14 -6,63 G6 -7,15 G21 -8,219
A20 -8,4 Gl14 -6,54 D15 -7,12 T38 -8,189
G19 -8,3 G15 -6,52 A20 -7,11 G20 -8,182
D19 -8,3 D19 -6,51 A6 -7,09 D4 -8,158
A6 -8,2 A6 -6,48 G15 -7,03 D3 -8,157
D25 -8,0 Al9 -6,22 A8 -7,02 G24 -8,149
D18 -7,8 G24 -6,14 G20 -6,99 D1 -8,148

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligacdo obtidos nos programas AutoDock
Vina AutoDock 4, DockThor e SwissDock.

E possivel observar que o uso do programa DockThor apresentou resultados
consideravelmente divergentes quando comparados aos obtidos pelos demais programas de
docking molecular. As afinidades de ligagéo identificadas por esse programa para os dez primeiros
ligantes, quando ordenadas, sdo coincidentes somente para o ligante G20 (também posicionado
entre 0s dez primeiros para o programa SwissDock) e G24 (verificado entre os dez primeiros pelo
programa AutoDock). E possivel que esse programa ndo seja adequado para simular o
comportamento da interacdo entre a proteina CRM1 e as 45 chalconas. Por esse motivo, esse
programa ndo foi utilizado nos experimentos com a proteina CRM1, empregando o PDB ID 4HB2.
Desconsiderando os valores obtidos no programa DockThor, em relacdo aos dados apresentados
na Tabela 4, é possivel verificar a seguinte ocorréncia das chalconas avaliadas nos dez primeiros
posicionamentos em relagdo a afinidade de ligacéo:

e Ocorréncia em todos os programas: D15, G15, G14, A20 e A6.

e Ocorréncia em dois programas: D14 e D19, ambos verificados nos programas AutoDock e
AutoDock Vina.

e Ocorréncia em apenas um programa: G19, D25 e D18, para o AutoDock Vina; G25, A19 e
G24, para o AutoDock 4; e G18, Al7, G6, A8 e G20, para 0 SwissDock.

Os residuos gerados entre chalconas e a proteina CRM1, obtidos no programa LigPlot+
com a saida do programa AutoDock Vina, sdo apresentados a seguir, na Figura 11. Essas

informagdes também podem ser verificadas nas Tabelas 5 e 6.
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Figura 11: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2; (f) G3; (g) G4; (h)
G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (I) G18; (m) G19; (n) G20; (0) G21; (p) G23; (q) G24; (r) G25; (s) D1; (t) D2; (u) D3;
(v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab) D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25; (ag) A2;
(ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) A10; (am) All; (an) Al2; (ao) Al4; (ap) Al5; (ag) Al7; (ar) Al9; (as) A20
(continua).
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Figura 11: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2; (f) G3; (g) G4; (h)
G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (I) G18; (m) G19; (n) G20; (0) G21; (p) G23; (q) G24; (r) G25; (s) D1; (t) D2; (u) D3;
(v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab) D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25; (ag) A2;
(ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) A10; (am) All; (an) Al2; (ao) Al4; (ap) Al5; (aq) Al7; (ar) Al9; (as) A20
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Figura 11: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2; (f) G3;
(9) G4; (h) G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (I) G18; (m) G19; (n) G20; (o) G21; (p) G23; (q) G24; (r) G25; (s) D1; (1)
D2; (u) D3; (v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab) D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25;
(ag) A2; (ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) A10; (am) All; (an) Al2; (ao) Al4; (ap) Al5; (aq) Al7; (ar) Al9;
(as) A20 (continua).
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Figura 11: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2; (f) G3;
(9) G4; (h) G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (I) G18; (m) G19; (n) G20; (o) G21; (p) G23; (q) G24; (r) G25; (s) D1; (1)
D2; (u) D3; (v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab) D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25;
(ag) A2; (ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) AL0; (am) All; (an) Al2; (ao) Al4; (ap) Al5; (aq) Al7; (ar) Al9;
(as) A20 (continua).
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Figura 11: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) T10; (b) T33; (c) T37; (d) T38; (e) G2; (f) G3;
(9) G4; (h) G5; (i) G6; (j) G14; (k) G15; (I) G18; (m) G19; (n) G20; (0) G21; (p) G23; (q) G24; (r) G25; (s) D1; ()
D2; (u) D3; (v) D4; (w) D6; (x) D14; (y) D15; (z) D18; (aa) D19; (ab) D20; (ac) D21; (ad) D23; (ae) D24; (af) D25;
(ag) A2; (ah) A5; (ai) A6; (aj) A8; (ak) A9; (al) A10; (am) All; (an) Al2; (ao) Al4; (ap) Al5; (aq) Al7; (ar) Al9;
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Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.
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Na Tabela 5, sdo apresentados os residuos (RES) formados entre CRML1 e chalconas, cujos resultados também podem ser

verificados na Figura 11, e sua respectiva porcentagem (P) de ocorréncia nas liga¢oes, considerando os complexos formados.

Tabela 5: Residuos (RES) identificados nos complexos contendo a proteina CRM1 e chalconas e suas respectivas porcentagens (P) de ocorréncia.

T|T|T|T|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|G|D|D/D/D/D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|A[A|A|A|A|A|A|A|A|A|A|A|A| P
RES.| 10 [33|37|38|2|3|4|5|6[14]15/18|19]|20|21[23|24|25|1|2|3|4[6[14]15(18|19]|20|21|23|24|25|2|5(6|8[9]10|11|12|14]15|17]19|20| (%)
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Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.
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Na Tabela 5, pode-se observar que os residuos de aminoécidos 11€555, Lys579 e Phe583
s&o comuns a todos os ligantes considerados. Ainda, os residuos Ala552, Cys539 e Lys548 sdo
encontrados em 97,7% das ligacdes formadas entre as chalconas consideradas e a proteina
CRML. Esses sdo os residuos identificados com maior frequéncia para os complexos avaliados.
Na Tabela 6, pode-se observar essas informacdes de forma detalhada, explicitando os ligantes

e 0s respectivos residuos.

Tabela 6: Residuos calculados no programa LigPlot+ para os complexos contendo CRML1 e 45 chalconas.
Chalcona Residuos de aminodcidos identificados
T10 Ala552 Cys539, 11e555, Leu580, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Val551 e Val576.
T33 Ala552, Cys539, Glu586, Ile555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583.
T37 Ala552, Cys539, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Val551 e Val576.
T38 Ala552, Cys539, 11e555, Leu536, Leu580, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Val551,
Val559 e Val576.
G2 Ala|1552, Cys539, 11e555, Leu536, Leu580, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e
Val576.
G3 Ala552, Cysb39, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583 e Val576.
Ala552, Cys539, 1le555, Leu536, Leu580, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e
G4 Val576.
G5 Ala552, 1l1e555, Leu536, Lys548, Lys579, Metb556, Phe583 e Val576.
G6 Clallggé Cys539, 1le555, Leu536, Leu580, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e
al576.
G1l4 Ala552, Cys539, I1e555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583 e Val576.
G15 Alab52, Cysb39, Ile555, Leu536, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e Val576.
G18 Alab52, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583 e Val576.
Ala552, Cys539, Glu586, Ileb55, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583 e
G19 Val576.
G20 Alab52, Cysb39, Ile555, Leus36, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e Val576.
Ala552, Cys539, 1le555, Leu536, Leu580, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e
G2L vals7e.
G23 Alab52, Cys539, I1e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Thr575 e Val576.
G24 Alab52, Cysb39, Ile555, Leub36, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583 e Val576.
G25 Alab52, Cys539, 11532, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe572, Phe583 e Val576.
D1 Ala552, Cys539, lle555, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Val551 e Val576.
D2 Ala552, Cys539, lle555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Thr575 e Val576.
D3  Ala552, Cys539, lle555, Lys548, Lys579, Phe583 e Val576.
D4  Ala552, Cys539, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Thr575 e Val576.
D6 A|E?55§, Cys539, Glu586, 1le555, Leu536, Lysb548, Lys579, Pheb83, Thr575 e
Val576.
D14 Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556 e Phe583.
Ala552, Cys539, Glu586, Ileb55, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583 e
D15 Vals7e.
D18 Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583 e Val576.
Cys539, Glu586, lle555, Leu536, Lysb48, Lys579, Met556, Phe583, Val559 e
D19 Val576.
D20 Ala552, Cys539, 1le555, Lys548, Lys579, Phe583 e Val576.
D21 Ala552, Cysb39, 11e555, Leu536, Lys579, Phe572, Phe583, Thr575 e Val576.
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D23

D24

D25

A2
A5
A6

A8

A9

Al10

All
Al2
Al4

Al5

Al7

Al9

A20

Ala552, Cys539, Glu586, 1le555, Leu536, Lys548, Lysb579, Phe583, Thr575 e
Val576.

Ala552, Cys539, Glu586, 11555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe572, Phe583, Thr575
e Val576.

Ala552, Cysb39, 11555, Leu580, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Thr575, Val551
e Val576.

Alab552, Cys539, Glu586, Ile555, Lys548, Lys579, Metb56, Phe583, Val551 e
Val576.

Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Lys548, Lys579, Pheb83, Val551 e Val576.
Ala552, Cysb39, Glu586, I1e555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, VVal559
e Val576.

Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu580, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Thr575,
Val551 e Val576.

Ala549, Alab52, Cys539, Glu586, I1e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Val576
e Val591.

Ala549, Ala552, Cys539, Glu586, 1le555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583 e
Val591.

Ala552, Cys539, Glub86, 1le555, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Valb51 e
Val576.

Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Val576.
Ala549, Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Thr575,
Val576 e Val591.

Ala549, Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583, Thr575,
Val576 e Val591.

Ala549, Ala552, Cys539, Glu586, 1le555, Leu536, Lys548, Lys579, Phe583 e
Val591.

Ala552, Cys539, Glu586, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583, Thr575,
Val551, Val576 e Val591.

Ala552, Cys539, Glu586, Ileb55, Leu536, Lys548, Lys579, Met556, Phe583 e
Val576.

Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.

As simulag6es de docking molecular ocorreram em duplicata, de modo que o PDB ID

4HB2 também foi utilizado nas avaliaces, em que resultados séo detalhados na se¢édo 3.1.2.

Os ligantes foram avaliados conforme a afinidade de ligacdo encontrada nos dois arquivos,

considerando os programas AutoDock, AutoDock Vina e SwissDock e foram selecionadas as

chalconas com os melhores resultados para os experimentos de docking. As chalconas
selecionadas foram: i) G14; ii) G15; iii) G19; iv) D14; v) D15; vi) D19; vii) A6 e; viii) A20 e

esses ligantes foram utilizados em simulacGes de dinamica molecular. Detalhes sobre como foi

realizada essa selecdo das 8 chalconas sdo apresentados na sec¢do 3.1.4.1.

3.1.1.2. Resultados de Dindmica Molecular
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Nas simulacdes de DM, foram avaliados valores de RMSD, numero de pontes de
hidrogénio e nimero de contatos, em trajetérias de 20 ns. Na Figura 12, sdo observados
resultados de RMSD de todos os atomos que nao séo hidrogénio para os 8 ligantes selecionados,
com o PDB ID 4HAT. Para esse arquivo, ndo foi utilizado o ligante de referéncia, uma vez que

a Leptomicina B ndo possui estrutura molecular semelhante & das chalconas selecionadas.

Figura 12: Resultados de simulagédo de dinamica computacional para RMSD utilizando a proteina CRM1 (PDB
ID 4HAT) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; e (h) A20.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.
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Na Figura 13, sdo verificados os resultados obtidos em simulacbes de dindmica

molecular referentes ao nimero de pontes de hidrogénio formados entre CRML1 e ligantes.

Figura 13: Resultados de simulacéo de dindmica computacional para pontes de hidrogénio utilizando a proteina
CRML1 (PDB ID 4HAT) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; (h) A20.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.
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Uma terceira informacédo obtida em simulag6es de dindmica molecular foi o nimero de

contatos, cujos resultados obtidos para a proteina CRM1 s&o observados na Figura 14.

Figura 14: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para nimero de contatos da proteina CRM1 com
os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; (h) A20.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.
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Nas simula¢Ges de RMSD, cujos resultados sdo apresentados na Figura 12, pode-se
observar, para o ligante G14 (Figura 12a), € obtida uma estabilidade na ligacdo a partir de 10ns,
que é mantida ao longo da trajetoria, que possui 20ns. Essa estabilidade também é observada
para o ligante G19 (Figura 12c), cuja estabilidade tem inicio aos 3ns de trajetdria e que se
mantém até o final da simulagdo. Para a chalcona D14 (Figura 12d), a estabilidade € iniciada
proximo aos 8ns, sendo que aos 15ns ha uma alteragdo na conformacédo, mas essa estabilidade
é retomada. Para a D15 (Figura 12e), hd uma alteracdo na conformacao gerada no complexo
aos 12ns, que é mantida até o final da simulacdo computacional. Para o ligante A6 (Figura 129),
essa estabilidade tem inicio aos 2ns e € mantida ao longo de toda a trajetoria. Para os demais
ligantes, que sdo G15 (Figura 12b), D19 (Figura 12f) e A20 (Figura 12h), é observada uma
menor estabilidade na ligacdo formada com a proteina CRM1.

Tratando-se do numero de pontes de hidrogénio, em que os dados para o0 arquivo de
PDB de identificador 4HAT s&o observados na Figura 13, o valor obtido foi O + 0 ponte. Para
os resultados referentes ao nimero de contatos para o arquivo de PDB ID 4HAT, cujos
comportamentos podem ser verificados na Figura 14, nota-se que os ligantes G14 e A6
apresentaram os maiores nimeros de contatos, sendo que a chalcona G14 (Figura 14a) apresenta
1889 + 263 contatos e a A6 (Figura 14g) apresenta 1880 + 147 contatos. Os menores
valores foram verificados para os ligantes D19 (Figura 14f) e G15 (Figura 14b), que formam
1542 + 180 e 1618 + 301 contatos, respectivamente. Os resultados obtidos para as demais
chalconas, que sdo G19 (Figura 14c), D14 (Figura 14d), D15 (Figura 14e) e A20 (Figura 14h)
foram 1738 + 307,1785 + 277,1827 + 175e 1729 + 168, respectivamente.

3.1.2. Resultados paraa CRM1 (PDB ID 4HB2)

Na secdo 3.1.2.1, sdo apresentados os resultados de docking molecular obtidos com a proteina
CRM1, empregando o arquivo de PDB ID 4HB2. Na secdo 3.1.2.2, sdo apresentados 0s
resultados de dindmica molecular, contendo dados de RMSD, nimero de pontes de hidrogénio

e nimero de contatos, utilizando essa mesma estrutura.

3.1.2.1. Resultados de Docking Molecular

A fim de confrontar os resultados de docking molecular obtidos com a proteina de identificador
AHAT e assegurar a escolha dos melhores ligantes para as simulagdes de dinamica, utilizou-se
0 arquivo de PDB ID 4HB2, que também contém a estrutura da proteina CRM1. Definiu-se o

ligante K76 como referéncia, uma vez que a estrutura em cristal dessa molécula esta disponivel
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no PDB de mesmo identificador. Para esse ligante, foi verificada uma afinidade de ligacédo igual
a -9,3 kcal/mol, no programa AutoDock Vina, -4,82 kcal/mol no programa AutoDock 4 e -7,02
kcal/mol no programa SwissDock. Os resultados obtidos em redocking nos programas
AutoDock, AutoDock Vina e SwissDock para 0 K76 podem ser observados na Figura 15. Em
magenta, encontra-se a conformacdo obtida no programa AutoDock Vina, em azul no
AutoDock, em verde no SwissDock e em amarelo esta o ligante em sua estrutura no cristal.
Note que as conformacgfes obtidas no AutoDock e AutoDock Vina sdo semelhantes a
encontrada na estrutura em cristal. JA& o programa SwissDock gera uma conformacao
semelhante a do cristal apenas na 152 conformacdo, que é a pose apresentada na Figura 15.
Conforme descrito anteriormente, essa concordancia em conformagdes ndo foi verificada no
redocking para a Leptomicina B (PDB ID 4HAT). Assim, somente o K76 é utilizado como

ligante de referéncia nas simulagcfes de DM.

Figura 15: Resultados de redocking para o ligante K76. A proteina é representada em cartoon, na cor
cinza, e o ligante K76, em todas as conformagdes, em stick. Em magenta, encontra-se a conformagéo
do K76 obtida em redocking no programa AutoDock Vina, em azul no programa AutoDock, em verde o
resultado no SwissDock e em amarelo o ligante em sua estrutura no cristal.

Fonte: Autora. A representacgdo estrutural foi preparada no programa PyMOL (DELANO, 2002).

Para as simulagdes de docking molecular com o arquivo PDB ID 4HB2, foram utilizados
o0s programas AutoDock Vina, AutoDock 4 e SwissDock, para as 45 chalconas. Na Tabela 7,
podem ser observados os resultados obtidos ao utilizar o programa AutoDock Vina, AutoDock

e SwissDock.

Tabela 7: Resultados de afinidade de ligacdo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock Vina, AutoDock
4 e SwissDock (continua).

AutoDock Vina AutoDock 4 SwissDock
Li Afinidade de Afinidade de Afinidade de
igante C - C - S _—
Ligacdo  Posicdo Ligacdo Posicao Ligacao Posicao
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
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Ligante de | -9,3 kcal/mol - -4,82 kcal/mol - -7,02 kcal/mol -
Referéncia
T10 -8,0 16 -5,80 25 -6,80 25
T33 7,7 26 -5,73 26 -6,98 11
T37 -7,6 31 -5,60 30 -6,55 38
T38 -7,8 21 -5,94 20 -6,69 31
G2 -7,8 22 -5,55 33 -7,36 3
G3 -7,6 32 -5,02 42 -6,55 39
G4 -7,6 33 -5,70 27 -6,54 40
G5 -7,6 34 -5,94 21 -7,45 1
G6 -1,4 38 -5,32 38 -6,64 35
G14 -8,9 8 -6,69 11 -6,84 22
G15 -9,4 5 -7,01 7 -7,12 6
G18 -8,7 10 -5,27 39 -6,79 26
G19 -9,5 3 -6,75 9 -6,70 30
G20 -6,9 42 -4,83 44 -6,84 23
G21 -6,9 43 -4,73 45 -6,91 14
G23 -7,3 39 -5,91 23 -6,78 28
G24 -7,9 18 -6,52 13 -6,53 41
G25 -8,3 13 -7,34 1 -6,60 36
D1 1,7 27 -5,68 28 -6,68 33
D2 -8,0 17 -6,14 16 -6,50 42
D3 -7,8 23 -5,58 32 -6,91 13
D4 -7,8 24 -6,26 15 -6,49 43
D6 1,7 28 -5,92 22 -7,42 2
D14 -9,6 2 -7,06 4 -6,69 32
D15 -10,2 1 -7,21 2 -7,09 7
D18 -8,8 9 -5,59 31 -6,85 20
D19 -9,5 4 -7,05 5 -6,72 29
D20 -7,0 41 -5,44 36 -6,91 15
D21 -6,9 44 -4,95 43 -6,41 44
D23 -7,2 40 -6,40 14 -6,66 34
D24 -8,1 15 -6,88 8 -6,36 45
D25 -8,4 12 -6,57 12 -6,90 16
A2 -7,5 35 -5,54 34 -6,85 21
A5 -6,9 45 -5,25 40 -6,89 18
A6 -9,3 7 -7,02 6 -6,91 12
A8 -8,2 14 -6,13 17 -7,06 8
A9 -7,9 19 -6,02 18 -6,79 27
Al0 -7,8 25 -5,45 35 -6,86 19
All -7,5 36 -5,37 37 -6,82 24
Al2 -7,5 37 -5,18 41 -7,26 4
Al4 -1,7 29 -6,0 19 -6,90 17
Al5 1,7 30 -5,82 24 -6,57 37
Al7 -8,7 11 -5,66 29 -7,00 10
Al9 -7,9 20 -6,70 10 -7,24 5
A20 -9.4 6 -7,09 3 -7,02 9

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligacdo obtidos nos programas AutoDock

Vina AutoDock 4 e SwissDock.
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Considerando os experimentos de docking molecular realizados para o ligante de
referéncia, que ocorreram para o arquivo de PDB ID 4HB2, nas simulagdes no AutoDock Vina,
verifica-se que sete, das oito chalconas selecionadas, possuem afinidade de ligagdo maior ou
igual a apresentada pelo K76, que foi -9,3 kcal/mol. Somente o ligante G14 apresenta afinidade
de ligagdo inferior, que ¢ -8,9 kcal/mol. Nas simulaces realizadas no AutoDock 4, verifica-se
que todas as chalconas selecionadas apresentam afinidade de ligagdo melhores que a do ligante
de referéncia. No programa SwissDock, os ligantes selecionados G15, D15, A6 e A20
apresentam afinidades de ligacdo melhores, quando comparadas as descritas pelo ligante de
referéncia. A combinacdo dos dez melhores resultados de afinidade de ligacdo obtidos em
experimentos de docking, de acordo com os dados disponiveis na Tabela 7, pode ser observada

na Tabela 8.

Tabela 8: Combinacdo dos dez melhores resultados de afinidade de ligacdo obtidos em experimentos de docking
molecular para a proteina CRM1 (PDB ID 4HB?2) e chalconas.

AutoDock Vina AutoDock 4 SwissDock
Afinidade de Afinidade de Afinidade de Ligagao
Chalcona Ligacdo (kcal/mol) | Chalcona Ligacdo (kcal/mol) | Chalcona (kcal/mol)
D15 -10,2 G25 -7,34 G5 -7,45
D14 -9,6 D15 -7,21 D6 -7,42
G19 95 A20 7,09 G2 7,36
D19 -9,5 D14 -7,06 Al2 -7,26
G15 9,4 D19 -7,05 Al9 7,24
A20 -9,4 A6 -7,02 G15 -7,12
A6 -9,3 G15 -7,01 D15 -7,09
G14 8.9 D24 -6,88 A8 -7,06
D18 -8,8 G19 -6,75 A20 -7,02
G18 -8,7 Al9 -6,70 Al7 -7,00

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligac&o obtidos nos programas AutoDock
Vina AutoDock 4 e SwissDock.

Considerando os valores obtidos no programa AutoDock 4, AutoDock Vina e
SwissDock, de acordo com os dados da Tabela 8, é possivel verificar a seguinte ocorréncia das
chalconas avaliadas nos dez primeiros posicionamentos em relacéo a afinidade de ligacdo:

e Ocorréncia em todos os programas de docking molecular: D15, G15 e A20.

e Ocorréncia em dois programas de docking molecular: D14, G19, D19 e A6 (verificados nos
programas AutoDock e AutoDock Vina).

e Ocorréncia em apenas um programa de docking molecular: G14, D18 e G18, para o
programa AutoDock Vina; D14, G19, D19 e A6, para o programa AutoDock 4; e G14, D18,
G18, G25, D24 e A19 para o programa SwissDock.
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Considerando as informac0es apresentadas acima e dados verificados para as melhores
afinidades de ligacdo no arquivo de PDB ID 4HAT, foram combinados esses resultados e foi
observado que as chalconas G14, G15, G19, D14, D15, D19, A6 e A20 apresentaram afinidades
de ligacédo de interesse, com melhores resultados nas simulagGes computacionais de docking
molecular. Como critério de desempate para a sele¢do das chalconas, foi dado enfoque nos
resultados obtidos para o PDB ID 4HAT, uma vez que essa estrutura possui maior resolucao,
qguando comparada a apresentada pelo arquivo de PDB ID 4HB2. Desse modo, como descrito
anteriormente, essas oito chalconas foram utilizadas nas simulacgdes de dindmica computacional
e os resultados obtidos para o PDB ID 4HB2 sdo apresentados a seguir, na subsecédo 3.1.2.2.
Em relacdo aos residuos gerados para esse arquivo, serdo discriminados apenas os resultados
obtidos para as oito chalconas selecionadas e pode-se observar esses dados obtidos no programa

LigPlot+ na Tabela 9 e na Figura 16.

Tabela 9: Residuos formados entre a proteina CRM1 (PDB ID 4HB?2) e ligantes G14, G15, G19, D14, D15, D19,
A6 e A20. Na dltima coluna, sdo apresentadas as porcentagens de ocorréncia desses residuos.

Residuo | G14 G15 G19 D14 D15 D19 A6 A20 | Porcentagem
Ala552 . . . . . 62,5%
Asn571 . 12,5%
Cys539 | = . . . . . . . 100,0%
Glus82 | = 12,5%
Glu586 . . . . 50,0%
[1e555 . . . . . . . . 100,0%
Leu536 | = . . . . . . . 100,0%
Lys548 . . . . . . 75,0%
Lys579 | = . . . . . . . 100,0%
Met556 . . . . . . 75,0%
Phe572 . 12,5%
Phe583 | = . . . . . . . 100,0%
Thr575 | = . . 37,5%
Val551 . . 25,0%
Val576 . . . . . . 75,0%
Val591 . 12,5%

Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.
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Figura 16: Residuos de aminoacidos identificados para os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15;
(f) D19; (g) A6; (h) A20 e (i) K76 utilizando o arquivo de PDB ID 4HB2. Nessa figura, estdo escritos em verde
os nomes de residuos da proteina e em preto estdo escritos os nomes de residuos dos ligantes.
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Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.

Em relagéo ao ligante K76 (Figura 16i), para o PDB ID 4HB2, foram identificados 0s
sequintes residuos: Cys539, 11e555, Leu536, Lys548, Lys579 e Phe583. Combinados os
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resultados, € possivel verificar que os residuos comuns a todas as oito chalconas selecionadas
sd0: Cysb39, 11e555, Leu536, Lys579 e Phe583. Esses mesmos residuos sdo comuns ao ligante

de referéncia K76.

3.1.2.2. Resultados de Dindmica Molecular

Nas simulacdes de DM para o arquivo da CRM1 de identificador 4HB2, também foram
avaliados os valores de RMSD (Figura 17), numero de pontes de hidrogénio (Figura 18) e
namero de contatos (Figura 18), utilizando as 8 chalconas selecionadas e o ligante K76 (Figura
20) como referéncia, em trajetdrias de 20 ns. Na Figura 17, sdo apresentados os valores de
RMSD obtidos para o arquivo considerado. Verificando essa figura, tratando-se dos valores de
RMSD obtidos para o arquivo de identificador 4HB2, é observada uma menor estabilidade na
ligacdo para os ligantes avaliados, se comparado aos resultados obtidos com o arquivo de PDB
4HAT. Observa-se que o ligante G14 (Figura 17a) apresenta uma estabilidade na ligacéo a partir
de 3ns, que se mantém até o final da simulacéo. Observa-se também que o ligante D14 (Figura
17d) apresenta estabilidade a partir dos 10 ns de trajetoria. Para os ligantes D19 (Figura 17f) e
A20 (Figura 17h), observa-se uma menor alteracdo na conformacdo, se comparada as trajetorias
descritas pelos demais ligantes, que sdo G15 (Figura 17b), G19 (Figura 17c), D15 (Figura 17e)
e A6 (Figura 17g).

Considerando o arquivo de PDB de identificador 4HB2, cujos resultados sdo
apresentados na Figura 18, as chalconas que apresentaram 0 + 1 pontes de hidrogénio foram
G14 (Figura 18a), D19 (Figura 18f) e A20 (Figura 18h).

Para o arquivo de PDB ID 4HB2, cujos resultados sao apresentados na Figura 19, os
ligantes que apresentaram maiores nimeros de contatos foram G14 e G15. Para a G14 (Figura
19a), foram obtidos 1915 + 230 contatos e para a chalcona G15 (Figura 19b), foram
observados 1865 + 136 contatos. Em relacdo aos menores nimeros de contatos, esses valores
foram obtidos para os ligantes D14 (Figura 19d) e A6 (Figura 19g), para os quais foram obtidos
1367 + 194 e 1587 + 159 contatos, respectivamente. Os valores obtidos para os demais
ligantes, que sdo G19 (Figura 19c), D15 (Figura 19e), D19 (Figura 19f) e A20 (Figura 19h),
foram, respectivamente, 1611 + 357, 1698 + 159, 1715 + 136 e
1760 + 146.
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Figura 17: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para RMSD utilizando a proteina CRM1 (PDB
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.
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Figura 18: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para o nimero de pontes de hidrogénio da

proteina CRM1 (PDB id.: 4HB2) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) AS6;
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.
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Figura 19: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para nimero de contatos utilizando a proteina
CRML1 (PDB ID 4HB2) com os ligantes: (a) G14; (b) G15; (c) G19; (d) D14; (e) D15; (f) D19; (g) A6; e (h)
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Os resultados obtidos para o ligante de referéncia K76, utilizando o arquivo de
identificador 4HB2, podem ser observados na Figura 20. Para esse ligante, foram calculados
valores de RMSD (Figura 20a), pontes de hidrogénio (Figura 20b) e nimero de contatos (Figura
20c).

Figura 20: resultados de dindmica computacional utilizando o ligante de referéncia K76 nas simulagdes de: (a)
RMSD; (b) nimero de pontes de hidrogénio; e (c) nimero de contatos.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.

Em uma avaliacdo dos calculos de dindmica molecular para o ligante de controle K76,
considerando valores de RMSD, observa-se na Figura 20a indicativos de uma interacao estavel,
uma vez que os valores de RMSD sdo praticamente constantes ao longo de toda a trajetoria,
apos 7ns. Porém, observa-se que ha uma instabilidade maior na ligacdo formada para esse
ligante se comparada a apresentada nos resultados de RMSD obtidos por outras chalconas. Note
gue a estabilidade desse ligante ndo é comparavel, por exemplo, a apresentada por chalconas
como a G14 e a D14. Ainda, para esse mesmo ligante, foi obtido um resultado igual a 0 para o
numero de pontes de hidrogénio, que € comparavel aos resultados dados pelos ligantes G15,
G19, D14, D15 e A6 e inferior ao apresentado pelos ligantes G14, D19 e A20, que foi 0 + 1.
Considerando os dados presentes na Figura 20c, observa-se que o ligante utilizado como
referéncia, K76, apresentou 1133 + 241 contatos, que é o menor valor quando comparado ao

calculado para as oito chalconas selecionadas. Desse modo, 0 K76 ndo apresentou resultados
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superiores quando comparado as chalconas selecionadas nesse trabalho. Nesse sentido, é
possivel verificar que o uso de chalconas, se comparado ao uso do ligante de referéncia, pode

gerar melhores valores de RMSD, pontes de hidrogénio e nimero de contatos.

3.1.3. Consideracbes sobre os Resultados Computacionais Obtidos para a
proteina CRM1

Nas simulacdes de docking molecular, considerando os dez ligantes que apresentaram maior
afinidade de ligacdo, somente as chalconas G15, D15 e A20 foram comuns na ordenacdo de
acordo com os programas AutoDock, AutoDock Vina e SwissDock, nos dois arquivos de PDB
considerados. A selecdo dos outros cinco ligantes (G14, D14, D19, A6 e A20) ocorreu por essas
chalconas estarem entre os melhores resultados, em grande parte das simulaces de docking
molecular. Os resultados obtidos ao utilizar o programa DockThor foram desconsiderados nessa
andlise, uma vez que as afinidades de ligagcdo obtidas nesse programa nédo foram condizentes
com as verificadas para os demais programas.

Para o PDB ID 4HAT, a Leptomicina B néo foi utilizada como ligante de referéncia nas
simulacdes de DM, uma vez que essa molécula ndo possui estrutura molecular similar as
chalconas avaliadas, bem como por ndo apresentar um redocking com resultados realisticos.
Nas simulagdes de docking molecular e de dindmica computacional para a CRM1 com o
arquivo de PDB ID 4HB2, utilizou-se o ligante K76 como referéncia, devido a sua similaridade
estrutural com as chalconas avaliadas e pelos resultados condizentes no redocking.

Na Figura 21, pode-se observar a localizacdo dessas chalconas selecionadas, em que é
possivel verificar a conformagdo dessas moléculas na estrutura da proteina CRM1. Para gerar
essas poses, foram selecionados os melhores resultados de afinidade de ligacdo, em simulacdes
de docking molecular nos programas AutoDock Vina, AutoDock 4 e SwissDock. Na Figura
21a, sdo apresentados os resultados para o arquivo de PDB ID 4HAT. Os mesmos resultados
podem ser verificados na Figura 21b, para o arquivo de PDB ID 4HB2, contendo também a
estrutura em cristal do ligante de referéncia K76, que € apresentada em roxo. Observe que essa

localizacdo é similar a grande parte dos ligantes considerados, exceto para o ligante A6 na
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segunda simulacéo (Figura 21b).

Figura 21: Nas Figuras (a) e (b), a estrutura da proteina CRM1 utilizada nas simula¢cdes computacionais é
apresentada em cinza e sua representacdo esta em cartoon. Nessas figuras, as chalconas sdo apresentadas
utilizando o modelo stick e a cada uma delas é associada uma cor, sendo: i) G14: vermelho; ii) G15: verde; iii)
G19: azul; iv) D14: amarelo; v) D15: magenta; vi) D19: ciano; vii) A6: laranja; e viii) A20: marrom. Em (a),
apresenta-se a estrutura para a CRM1 de identificador PDB ID 4HAT. Em (b) apresenta-se a proteina de
identificador PDB ID 4HB2, que contém também o ligante de referéncia K76, que é apresentado em roxo.

Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa AutoDock Vina, AutoDock 4 e SwissDock. A

representacéo estrutural foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).

Considerando os dados das estruturas que séo apresentados na Tabela 1 e na Figura 8,
dentre as oito chalconas selecionadas, € possivel observar a ocorréncia do grupo fenil no anel
B dessas moléculas. Nas chalconas G14, G15, D14, D15 e A20, esse grupo encontra-se nas
posicdes R2 e Rz do anel B. Para os ligantes G19, D19 e A6, o fenil encontra-se nas posic¢oes
Rs e R4 desse mesmo anel. Compostos que contém em sua estrutura o grupo fenil e que séo
aplicados no tratamento do cancer sdo descritos na literatura. Como exemplo, no trabalho de
Abid et al. (2012), foram analisados andlogos de isocumarina e foi verificado que o composto
3-(3’,4’-difluorophenyl) isocoumarin 1 foi mais potente para exercer atividade antimetastatica,
quando comparado ao controle. Em outro trabalho, realizado por Tseng et al. (2015), em que
foram incluidas diferentes linhagens de células cancerigenas de pulmdo e de mama, foi
verificado que o composto (E)-6-methoxy-3-(4-methoxyphenyl)-2-[2-(5-nitrofuran-2-
yl)vinyl]quinoline 22 apresentou baixa toxicidade em todas as linhagens celulares normais e
cancerigenas avaliadas e que possuiu capacidade de inibir a migracao e invasao celular.

Ainda em relacdo ao anel B, nos ensaios de docking molecular, foi possivel observar
gue moléculas que apresentam Fluor (F), Cloro (Cl), Bromo (Br), Metoxilo (OCHz),
Fluorcarbono (C-F3), Thiophene, Furan, Nitrila (CN) e Diéxido de Nitrogéncio (NO2) em sua

estrutura, ndo estéo presentes entre as oito chalconas selecionadas. Essas restricdes ndo foram
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identificadas para o anel A, uma vez que as variagdes que apresentam NH, Grupo Metoxi
(OCHs5) e Hidroxila (OH) em sua estrutura, séo verificadas nas oito chalconas de interesse. Em
estudos realizados por Liew et al. (2020), foi descrito que o grupo metoxi (OCHz) contribuiu
de modo potencial para efeitos antimetastaticos, uma vez gque sua ocorréncia nos compostos
avaliados acarretou em um aumento em sua atividade. Nesse mesmo estudo, também foi
verificado um aumento na atividade de compostos ao utilizar o NH.. No trabalho de Jiang et al.
(2011), em que foram avaliados analogos de brartemicina, que é um inibidor de invasdo de
células tumorais a base de trealose, foi verificado que a atividade anti-invasiva foi
moderadamente ativa quando o grupo hidroxi (OH) foi substituido na posi¢do 2 ou 4 do anel
de &cido benzdico.

Considerando as chalconas selecionadas, os ligantes G14 e G15 diferem em sua
conformacao apenas no elemento presente no anel B, na posicao R4, sendo que o G14 apresenta
H e 0 G15 apresenta CHs nessa posic¢ao. Nas simulagdes de docking molecular com o PDB ID
4HAT, considerando os trés programas adotados, ndo foi possivel apontar qual desses ligantes
apresentou melhor afinidade de ligacdo. Para o PDB ID 4HB2, o ligante G15 apresentou
melhores afinidades, nos trés programas. Nesse sentido, ndo é possivel concluir,
computacionalmente, se o uso do H ou do CHz na posi¢do Rs do anel B gera melhores
compostos.

De modo similar, os ligantes G14 e G19 divergem em sua conformacdo apenas na
posi¢éo do fenil, sendo que 0 G14 apresenta o fenil em R2 e Rz e 0 G19 em Rz e R4. Comparando
esses ligantes, nas simulacGes de docking para o PDB ID 4HAT, o ligante G14 apresentou
melhores afinidades, nos trés programas. Em relagdo ao PDB ID 4HB2, houve divergéncia em
relacdo a esse dado. Desse modo, ndo € possivel inferir, computacionalmente, se a posicao do
fenil, nas posicdes avaliadas, gera melhores compostos com melhores afinidades de ligacéo.

Os ligantes D14 e D15 diferem em sua conformacédo apenas no elemento presente no
anel B, na posi¢do R4, sendo que o G14 apresenta H e 0 G15 apresenta CH3z nessa posicéo.
Considerando os programas AutoDock, AutoDock Vina e SwissDock, nos dois arquivos de
PDB utilizados, o ligante D15 apresenta melhores afinidades de ligagdo. Nesse sentido, 0 uso
do CH3 na posic¢do R4 do anel B melhora os resultados computacionais de docking molecular.

De forma analoga, os ligantes D14 e D19 divergem em sua conformacdo apenas na
posicao do fenil, sendo que o G14 apresenta o fenil em R2 e Rz e 0 G19 em R3 e R4. Para os
dois arquivos, ndo foi encontrado um ligante cuja afinidade de ligagcdo sempre convergisse para

os melhores resultados, considerando os trés programas empregados.
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Os ligantes G14 e D14 diferem apenas na disposi¢do do NHo, no anel A, uma vez que
G14 apresenta na posi¢cdo R’; e D14 em R’4. Considerando esses ligantes, nos arquivos de PDB
ID 4HAT e 4HB2, néo foi encontrado um ligante cuja afinidade de ligacao sempre foi superior,
nos trés programas empregados.

Os ligantes G15 e D15 diferem apenas na disposi¢cdo do NH2, no anel A, uma vez que
G14 apresenta na posigdo R’> e D14 em R’s. Comparando esses ligantes, nas simulagdes de
docking molecular para o PDB ID 4HAT, o ligante D15 apresentou melhores afinidades, nos
programas AutoDock, AutoDock Vina e SwissDock. Em relacdo ao PDB ID 4HB2, houve
divergéncia em relacdo a essa melhor afinidade. Desse modo, ndo € possivel inferir,
computacionalmente, se alterar a posicdo do NH:> pode gerar melhores compostos,
considerando as conformac6es avaliadas.

Os ligantes G19 e D19 diferem apenas na disposicdo do NH2, no anel A, uma vez que
G19 apresenta na posigdo R’> e D19 em R’s. Considerando esses ligantes, para os arquivos de
PDB ID 4HAT e 4HB2, ndo foi encontrado um ligante cuja afinidade de ligagdo sempre
convergisse para os melhores resultados, considerando os trés programas.

Nesse sentido, somente as alteracdes realizadas para os ligantes D14 e D15, que diferem
em sua conformacéo apenas no elemento presente no anel B, na posicdo R4, sendo H e CHs,
respectivamente, apresentaram melhorias nos resultados de afinidade de ligag&o. A substituicéo
do H por NH2 gerou melhores resultados de docking molecular, nas posi¢6es consideradas.

Em relagdo aos resultados de dindmica molecular, que estdo descritos nas se¢des 3.1.1.2
e 3.1.2.2, na Tabela 10 é verificada a compilacdo desses resultados. Essa tabela contém dados
de RMSD, numero de contatos e nimero de pontes de hidrogénio para experimentos com
chalconas e ligante K76.

Tabela 10: Resultados de RMSD, nimero de contatos e pontes de hidrogénio obtidos para os arquivos 4HAT e

RMSD 4HBiI.L'Jmero de Contatos Pontes de Hidrogénio
Ligante PDB: 4HAT PDB: 4HB2 PDB: 4HAT PDB: 4HB2 PDB: 4HB2
Gl4 6,03 + 0,94 586+ 1,14 1889 + 263 1915 + 230 0+1
G15 7,13 + 3,91 1,96 + 0,61 1618 + 301 1865 + 136 0
G19 10,04 + 2,92 10,04 + 2,92 1738 + 307 1611 + 357 0
D14 8,24 +£2,70 10,02 £ 3,70 1785 + 277 1367 + 194 0
D15 4,94 + 3,54 2,78+ 0,73 1827 + 175 1698 + 159 0
D19 8,71 + 3,20 1,57 £ 0,69 1542 + 180 1715 + 136 0t1
A6 8,16 £ 0,76 2,65+ 1,01 1880 + 147 1587 + 159 0
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A20 4,11 £1,01 2,78 £ 0,48 1729 + 168 1760 + 146 0
K76 - 9,69 £ 3,03 - 1133 + 241

o H+
[EnN

Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa

Considerando os resultados de valores de RMSD, os ligantes que apresentaram maior
estabilidade na ligac&o, por descreverem trajetdrias com menores oscilagdes, considerando 0s
arquivos de PDB ID 4HAT e 4HB2, foram G14 e D14. Em relacdo ao numero de pontes de
hidrogénio, 0 + 1 pontes foram identificadas para os ligantes G14, D19 e A20. Para as demais
chalconas e para o ligante de referéncia, a média encontrada foi zero. Considerando valores de
nimeros de contatos para o arquivo de PDB ID 4HB2, todas as 8 chalconas apresentados
melhores resultados, quando comparadas ao ligante de referéncia. Nesse sentido, é possivel
verificar que o uso de chalconas, se comparado ao uso do ligante de referéncia, pode gerar
melhores valores de RMSD, pontes de hidrogénio e nimero de contatos. Porém, os resultados
obtidos computacionalmente ndo indicam qual é a melhor chalcona, dentre as oito selecionadas

neste trabalho.

3.1.4. Resultados Computacionais para a Proteina p53

Na secdo 3.1.4.1, sdo apresentados os resultados de docking molecular obtidos ao utilizar a
proteina p53, empregando o arquivo de PDB ID 2PCX. Na se¢do 3.1.4.2, sdo apresentados 0s
resultados de dindmica molecular, utilizando essa mesma estrutura. Para as simulacdes de

dindmica molecular apresentados nesta subsecdo, utilizou-se o ligante Rita como referéncia.

3.1.4.1. Resultados de Docking Molecular

Para as simulacBes de docking molecular, foram utilizados os programas AutoDock
Vina e AutoDock 4 e os resultados de afinidade de ligacdo obtidos para todas as chalconas
consideradas, utilizando a proteina p53, podem ser observados na Tabela 11. Os dez melhores
resultados de afinidade de ligagdo encontram-se em sublinhado.

Tabela 11: Resultados de afinidade de ligagdo, em kcal/mol, utilizando os programas AutoDock Vina, e

AutoDock 4.
AutoDock Vina AutoDock 4
Chalcona Afinidade de Posigéo Afinidade de Posicao
Ligacéo (kcal/mol) Ligacéo (kcal/mol)
T10 -6,0 30 -4,62 27
T33 -6,2 25 -4,42 34
T37 -5,9 34 -4,55 30
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T38
G2
G3
G4
G5
G6

G14

G15

G18

G19

G20

G21

G23

G24

G25
D1
D2
D3
D4
D6

D14

D15

D18

D19

D20

D21

D23

D24

D25
A2
A5
A6
A8
A9

Al0

All

Al2

Al4

Al5

Al7

Al9

A20

5,9
-6,0
5,9
5,9
5,9
5,9
ﬁ’z
ﬁ’z
-6,5
ﬁ
5,2
5,3
-6,1
-6,6
-6,5
5,7
-6,1
-6,0
5,9
-6,0
ﬁ’g
i’l
-6,4
ﬁ’g
5,4
5,4
-6,4
-6,4
-6,5
-6,4
-6,1
72
-6,5
6.7
-6,5
-6,2
-6,3
-6,4
-6,5
6.9
-6,7
7.3

35
31
36
37
38
39
8
9
13
7
45
44
27
12
14
41
28
32
40
33
4
3
19
5
42
43
20
21
15
22
29
2
16
10
17
26
24
23
18
6
11
1

-4,89
-4,39
-4,16
-4,47
-4,62
-4,13
-5,24
-5.35
-3,94
5,33
-4,14
-4,77
-4,80
-4,97
6,12
-4,79
-4,95
-4,66
-5,05
-4,71
=545
-5,66
-4,52
-5,92
-4,62
-5,30
-4,90
-5,58
-5.85
-4,41
-4,29
-5,24
-5.54
-4,53
-4,11
-4,84
-4,87
-4,67
-4,38
-4,24
-4,29
-5,75

18
36
41
33
28
43
12
9
45
10
42
23
21
15
1
22
16
26
14
24
8
5
32
2
29
11
17
6
3
35
38
13
7
31
44
20
19
25
37
40
39
4

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligacdo obtidos nos programas

AutoDock Vina e AutoDock 4.

Considerando os resultados apresentados na Tabela 11, é possivel verificar que os
ligantes G15, G19, D14, D15, D19 e A20 posicionam-se entre as dez melhores afinidade de

ligagéo, considerando os programas AutoDock e AutoDock Vina. Os ligantes G14, A6, Al7 e

77



A9 apresentam-se entre os dez ligantes com maior afinidade de ligagdo somente no programa
AutoDock Vina e os ligantes G25, D25, D24 e A8 somente no programa AutoDock.

Considerando os oito ligantes que apresentaram os melhores resultados de afinidade de
ligacdo para a proteina CRM1 e que foram selecionados para a simulacdo de dinamica
molecular com essa proteina (G14, G15, D14, D15, D19, A6, A20 e G19), verifica-se que 0s
ligantes G15, D14, D15, D19, G19 e A20 também configuram como 0s que possuem as dez
melhores afinidades de ligacdo para a proteina p53, considerando os dados de docking
molecular com os programas AutoDock e AutoDock Vina. J& os ligantes G14 e A6 figuram
entre os dez compostos com melhores afinidades de ligacdo apenas no programa AutoDock
Vina. Desse modo, todos os ligantes selecionados para as simulagdes de dinamica molecular
com a proteina CRM1 também foram encontrados como os que possuem as dez melhores
afinidades de ligacdo, considerando ao menos um dos programas de docking molecular
utilizado, indicando que as solucGes sdo convergentes para a CRML1 e para a p53.

Para realizar as demais simula¢des, nos calculos de residuos formados e de dinamica
molecular com a p53, foram utilizadas apenas as chalconas D14 e D15. Essas chalconas foram
selecionadas por apresentarem um efeito inibitorio na migracéo e invaséao das linhas celulares
de osteossarcoma U20S (p53 +/+) e SAOS-2 (p53 -/-) (SEBA et al., 2018). Como ligante de
referéncia, utilizou-se o composto Rita, que é descrito na literatura como inibidor da atividade
da proteina p53. Porém, a estrutura desse ligante para as simulacdes computacionais foi obtida
através do programa Gaussian, uma vez que sua estrutura cristalina ndo é disponibilizada no
PDB ID 2PCX g, por esse motivo, ndo foi realizado o redocking.

Com o programa LigPlot+, foram criados diagramas dos residuos gerados entre ligante
e proteina, de acordo com convengdes quimicas. Os resultados sdo apresentados na Figura 22,
para os ligantes D14, D15 e Rita. Essas conformac6es também foram as poses iniciais para as
simulacdes de dinamica molecular. A pose do composto Rita e das chalconas D14 e D15
utilizadas para célculo de residuo foram definidas como a saida gerada pelo programa
AutoDock Vina.

Os residuos identificados para esses ligantes foram: i) D14: Arg110, Asn131, Asn268,
GInl44, Gly112, Leulll, Phell3, Trpl46 e Tyrl26; ii) D15: Argll10, Asnl31, Asn268,
GInl44, Gly112, Leulll, Phell3, Ser269 e Trpl46; e iii) Rita: Asnl131, Asn268, GInl44,
Leulll, Phell3, Phell3, Ser269, Thr102 e Tyr126.
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Figura 22: Residuos formados entre CRML1 e ligantes: (a) D14; (b) D15; e (c) Rita.
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Fonte: Autora, com dados de residuos obtidos no programa LigPlot+.

3.1.4.2. Resultados de Dindmica Molecular

Conforme descrito anteriormente, as simulag¢6es de dinamica molecular para a proteina
p53 foram realizadas somente para os ligantes D14 e D15. Os resultados obtidos nas simula¢fes
de DM, com trajetdrias de 100 ns, com célculos de RMSD, nimero de contatos e pontes de
hidrogénio, podem ser observados nas Figuras 23, 24 e 25, respectivamente.

Na Figura 23, podem ser observados, em Angstrém, os valores de RMSD de todos 0s
atomos que ndo sdo hidrogénio para os ligantes avaliados, de modo que valores para a D14
constam na Figura 23a, para a D15 na Figura 23b e para o Rita na Figura 23c. Com esses dados
de RMSD, é possivel verificar uma maior estabilidade na trajetdria descrita pelo ligante D14
(RMSD: 6 £ 3), quando comparada a apresentada pelos ligantes D15 (RMSD: 6 + 3) e Rita
(RMSD: 7 + 3). Para 0 D14, é possivel identificar uma mudanca na trajetoria (~50 ns), que é
seguida, em um breve espaco de tempo, de um retorno a sua posicao anterior. Em relacdo ao
ligante D15, € possivel identificar alteracdes em sua posi¢do nos intervalos entre 10ns a 20ns,
40ns a 80ns e apos os 90 ns. Ja para o ligante de referéncia Rita, variagdes na posi¢do podem
ser verificadas apos 50 ns, até o final da trajetdria. Porém, em relagdo a média de RMSD, esse

ligante (Rita) é o que apresenta maior valor nas simulages computacionais.
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Figura 23: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para RMSD da proteina p53 com os ligantes: (a)
D14; (b) D15; (c) Rita.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.

A seguir, na Figura 24, podem ser verificados os resultados referentes ao nimero de
contatos (<0.6 nm) formados entre p53 e os ligantes D14 (Figura 24a), D15 (Figura 24b) e Rita
(Figura 24c), em simulagdes de 100ns. Considerando os dados dessa tabela, o ligante D14 é o
que apresenta um maior numero de contatos (813 + 136), seguido do ligante Rita (678 + 85) e
D15 (677 £ 117). Os resultados para nimero de contatos obtidos para o ligante de referéncia e

D15 foram competitivos nessa simulacdo.
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Figura 24: Resultados de simulacdo de dinamica computacional para nimero de contatos da proteina p53 com o0s
ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Rita.
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Fonte: Autora, com resultados de nimero de contatos obtidos no programa GROMACS.

Dados referentes ao nimero de pontes de hidrogénio formadas entre p53 e ligantes D14
(Figura 25a), D15 (Figura 19b) e Rita (Figura 19c¢) podem ser verificados na Figura 19. O
namero médio de pontes de hidrogénio verificado para os ligantes D14 e D15é 1+ 1 e parao
ligante de referéncia é 2 £ 1. Desse modo, em relagdo ao nimero de pontes de hidrogénio, o

ligante Rita apresenta a maior média.
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Figura 25: Resultados de simulacdo de dinamica molecular para nimero de pontes de hidrogénio da proteina p53

com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Rita.
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Fonte: Autora, com resultados de pontes de hidrogénio obtidos no programa GROMACS.

Sumarizando os dados obtidos para RMSD de todos os atomos que nédo sao hidrogénio,

numero de pontes de hidrogénio e nimero de contatos (<0.6 nm), com os ligantes avaliados e

p53, 0s resultados obtidos podem ser verificados na Tabela 12.

Tabela 12; Resultados de RMSD, NUmero de Contatos e Nimero de Pontes de Hidrogénio para a proteina p53.

Ligante RMSD Pontes de Hidrogénio NUmero de Contatos
D14 6 +3 1+1 813 + 136
D15 6 + 3 1+1 677+ 117
Rita 7 + 3 2+1 678 + 85

Fonte: Autora, com resultados obtidos no programa GROMACS.

Conforme descrito anteriormente e que pode ser verificado na Tabela 12, o ligante Rita

apresenta maiores médias de RMSD e pontes de hidrogénio. Ja o ligante D14 apresenta maior

média em relacdo ao nimero de contatos.
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3.1.5. Resultados Computacionais para a Proteina MDM2

Nesta subsecdo, sdo apresentados os resultados obtidos para a proteina MDMZ2. Na subsecédo
3.1.5.1, sdo apresentados os resultados de docking molecular obtidos para essa proteina,
empregando o PDB ID 4HG7. Na subsecéo 3.1.5.2, sdo apresentados os resultados de dinamica
molecular, empregando essa mesma estrutura. Para as simulacfes de docking e dindmica
molecular, utilizou-se o Nutlin-3a como ligante de referéncia, cuja conformacdo é

disponibilizada no PDB de mesmo identificador.

3.1.5.1. Resultados de Docking Molecular

Os resultados obtidos para as simula¢Ges de docking molecular sdo apresentados na
Tabela 13. As dez melhores afinidades de ligagdo obtidas nos programas AutoDock Vina e
AutoDock encontram-se sublinhadas nesta tabela e a afinidade obtida para o ligante de

referéncia Nutlin-3a também é apresentada.

Tabela 13: Resultados de docking molecular para a proteina MDMZ2 e chalconas.

AutoDock Vina AutoDock

Chalcona Afinidade de Posicédo Afinidade de Ligacéo Posicéo

Ligacdo (kcal/mol) (kcal/mol)

Nutlin-3a -6,40 - -6,19 kcal/mol -
T10 -6,7 24 -4,75 27
T33 -6,6 30 -4,86 23
T37 -6,6 31 -5,11 15
T38 -6,8 20 -5,36 11
G2 -6,6 32 -4,69 28
G3 -6,6 33 -4,34 39
G4 -6,6 34 -4,80 26
G5 -6,6 35 -4,97 18
G6 -6,6 36 -4,46 36
Gl4 - 2 -4,91 20
G15 A 3 -5,20 13
G18 -7,1 11 -4,46 37
G19 -1,4 6 -5,43 7
G20 -6,0 45 -4,19 43
G21 -6,1 42 -4,01 45
G23 -6,8 21 -4,91 21
G24 -6,7 25 -7,32 1
G25 -7,1 12 -7,30 3
D1 -6,6 37 -4,62 30
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D2 -6,9 15 -4,87 22
D3 -6,9 16 -4,52 32
D4 -6,8 22 -4,83 25
D6 -6,7 26 -4,63 29
D14 -4 7 -5,20 14
D15 =15 5 -5,38 10
D18 -4 8 -4,46 38
D19 -7 4 -5,39 8
D20 -6,1 43 -4,47 35
D21 -6,1 44 -4,22 42
D23 -1,1 13 -4,98 17
D24 -1.2 9 -1,24 5
D25 -6,9 17 1,27 4
A2 -6,6 38 -4,55 31
A5 -6,3 41 -4,24 40
A6 -7.8 1 -5,21 12
A8 -6,8 23 -7,31 2
A9 -7,0 14 -4,96 19
Al10 -6,9 18 -4,50 33
All -6,5 40 -4,86 24
Al2 -6,6 39 -4,24 41
Al4 -6,9 19 -4,99 16
Al5 -6,7 27 -4,11 44
Al7 =12 10 -4,48 34
Al9 -6,7 28 -7,01 6
A20 -6,7 29 -5,39 9

Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados de afinidade de ligacdo obtidos nos programas AutoDock
Vina e AutoDock.

Conforme pode ser observado na Tabela 13, os ligantes D15, D19, G19 e D24 séo
comuns aos programas AutoDock e AutoDock Vina, entre os dez ligantes com maior afinidade
de ligacdo. Os ligantes G14, G15, A6, D19, D14 e A17 posicionam-se entre os dez ligantes com
maior afinidade de ligacdo somente para o programa AutoDock Vina e os ligantes G24, G25,
D25, A19, A20 e A8 somente para 0 programa AutoDock.

Considerando os oito ligantes selecionados para simula¢fes de dindmica molecular
(G14, G15, D14, D15, D19, A6, A20 e G19) com a CRM1, verifica-se que os ligantes D15,
D19 e G19 também configuram como os que posicionam-se entre os dez melhores ligantes em
relacdo a afinidade de ligacdo para a proteina MDM2, considerando os programas AutoDock e
AutoDock Vina. Os ligantes G14, G15, D14 e A6 sdo coincidentes apenas para 0 programa
AutoDock Vina e o ligante A20 somente para o programa AutoDock.

Nesse sentido, todos os ligantes selecionados para simulagdes de dindmica em docking
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molecular com a CRM1 também foram encontrados como 0s que possuem as dez melhores
afinidades de ligacdo com a proteina MDM2, nos programas AutoDock e/ou AutoDock Vina.
Compilando os resultados, observam-se que os dados obtidos nas simulacGes utilizando a
CRM1 e MDM2 convergem em experimentos de docking molecular.

De maneira similar a realizada para a proteina p53, nos célculos de residuos formados
e de dindmica computacional com a proteina MDM2, foram utilizadas apenas as chalconas D14
e D15. O ligante Nutlin-3a, que é um inibidor descrito na literatura paraa MDM2 (KOJIMA et
al., 2006), foi utilizado como ligante de referéncia. Com o programa LigPlot+ (WALLACE;
LASKOWSKI; THOMTON, 1995), foram criados diagramas dos residuos gerados entre ligante
e proteina, de acordo com convenc6es quimicas. e detalhes podem ser verificados na Figura 26.
As afinidades de ligacdo obtidas para esse composto foram -6,19 kcal/mol, no programa
AutoDock 4 e -6,40 no programa AutoDock Vina.

Considerando as informacGes observadas na Figura 26, os residuos encontrados para o
ligante D14 (Figura 26a), foram GIn24, GIn58, GIn59, His96, Leu54, VVal93. Para o ligante D15
(Figura 26b), foram identificados os residuos GIn18, GIn24, GIn72, Gly58, lle61, Leu54,
Lys51, His73, His96, Met62, Tyr100, Val75 e Val93. Para o ligante de referéncia Nutlin-3a
(Figura 26¢), foram encontrados os residuos His96, Val93, Gly58, Tyr67, Leu54, lle61 e 11e99.
Residuos comuns a esses ligantes sdo Val93, Leu54 e His96.

3.1.5.2. Resultados de Dindmica Molecular

As simulacdes de dindmica molecular foram realizadas somente para a D14 e D15 e
utilizou-se o ligante de referéncia Nutlin-3a, presente na estrutura da proteina MDM2. Os
resultados das simulagdes de dindmica molecular relativos a RMSD, nimero de contatos e
numero de pontes de hidrogénio para os ligantes D14, D15 e Nutlin-3a (ligante de referéncia)
podem ser observados, respectivamente, nas Figuras 27, 28 e 29. Na Figura 27, visualizam-se
os resultados de RMSD de todos os a&tomos que ndo sao hidrogénio para os ligantes D14 (Figura
27a), D15 (Figura 27b) e de referéncia (Figura 27c), respectivamente. Note que, nesses
resultados, 0 RMSD do ligante D14 (7,43 + 0,5, Figura 27a) é estavel a partir de 5ns e mantém-
se estavel até o final da trajetoria. O RMSD do ligante D15 (5,07 + 1,48, Figura 27b) é estavel
entre 30ns e 50 ns. Com 50 ns, o ligante D15 realiza uma pequena alteracdo em sua trajetoria e
retorna a posicao anterior imediatamente, mantendo essa posicédo até o final da simulacdo. Para
o ligante de referéncia (4,54 + 0,73, Figura 27c), a estabilidade é obtida a partir de 25ns e

mantém-se até o final da execucdo. Esses resultados indicam que os ligantes avaliados
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apresentam estabilidade nas trajetorias.

Figura 26: Estrutura da MDM2 utilizada para simulag@es computacionais e os subdominios gerados com 0s
ligantes D14, D15 e Nutlin-3a. Nas figuras a.1, b.1 e c.1, a proteina esta representada em cartoon e a regiao
da MDM2 que contém o ligante avaliado encontra-se circulada. Para a representacdo das chalconas D14 e
D15 e do ligante de referéncia (Nutlin-3a), foi utilizado o modelo de stick e ball. Nas figuras a.2, a.3, b.2,
b.3, ¢.2 e ¢.3 podem ser observados os residuos encontrados entre MDM2 e: (a.2, a.3) D14; (b.2, b.3) D15;
(c.2, ¢.3) Nutlin-3a.
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Fonte: Resultados compilados pela autora, com dados obtidos no programa LigPlot+. A representagdo estrutural
foi preparada utilizando o programa PyMOL (DELANO, 2002).
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Figura 27: Resultados de simulagéo de dindmica computacional para RMSD da proteina MDM2 com
os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Nutlin-3a.
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Fonte: Autora, com resultados de RMSD obtidos no programa GROMACS.

Na Figura 28, observa-se o numero de contatos (<0.6 nm) dos ligantes avaliados. Nessa
tabela, observa-se que o numero de contatos para o ligante D14 (Figura 28a), D15 (Figura 28b)
e de referéncia (Figura 28c) sdo, respectivamente, 1487+186, 15054265 e 1499+171. Desse
modo, dentre os ligantes avaliados, 0 que apresentou maiores niumeros de contatos foi o ligante
D15, seguido do ligante de referéncia. Embora o ligante D14 tenha apresentado numeros
menores de contatos, esse ligante ainda € competitivo com os demais.

Na Figura 29, observa-se o nimero de pontes de hidrogénio formado entre os trés
ligantes avaliados. Na Figura 29a e 29b, observa-se o nimero de pontes de hidrogénio entre a
MDMZ2 e os ligantes D14 e D15, respectivamente, que é igual a 1+1. Na Tabela 29c, pode-se
observar que a média dos valores do nimero de pontes de hidrogénio é zero. Assim, o ligante

que apresenta os menores valores para 0 nimero de pontes de hidrogénio € o Nutlin-3a.
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Figura 28: NUmero de contatos da proteina MDM2 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Nutlin-3a.
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Fonte: Autora, com resultados de nimero de contatos obtidos no programa GROMACS.

Figura 29: Resultados de simulacdo de dindmica computacional para himero de pontes de hidrogénio da proteina
MDM2 com os ligantes: (a) D14; (b) D15; (c) Nutlin-3a.
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Fonte: Autora, com resultados de pontes de hidrogénio obtidos no programa GROMACS.
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Considerando os valores de RMSD, nimero de contatos e nimero de pontes de
hidrogénio, computacionalmente, o ligante D15 indica possuir resultados de maior interesse se
comparado as demais moléculas avaliadas. Ainda, por apresentar um maior de nimero de
pontes de hidrogénio e estabilidade na ligacédo, que pode ser verificada através de RMSD, o
ligante D14 parece possuir desempenho superior quando comparado ao ligante de referéncia.
Os dados obtidos s&o sumarizados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados de RMSD, Numero de Contatos e Nimero de Pontes de Hidrogénio para a proteina

MDM2.
Ligante RMSD Pontes de Hidrogénio Numero de Contatos
D14 7,43 +05 1487+186 1+1
D15 5,07+1,48 15054265 1+1
Nutlin-3a 454 +0,73 1499+171 0

Fonte: Autora, com resultados obtidos no programa GROMACS.

3.1.6. Consideracdes sobre os Resultados Computacionais para as Proteinas
CRM1, p53 e MDM2

Simulagdes de docking molecular s&o modelos computacionais, cujos resultados
gerados para a afinidade de ligacdo sdo dependentes da abordagem adotada no programa
selecionado. Nesse sentido, neste trabalho, considerando a proteina CRM1, foram utilizados os
programas AutoDock, AutoDock Vina, SwissDock e DockThor para essas simulacgdes, a fim
de confrontar as saidas geradas e selecionar as chalconas com melhores afinidades de ligacgéo.
Combinados os resultados obtidos pelos programas de docking molecular, os ligantes com
melhores resultados foram G14, G15, D14, D15, D19, A6, A20 e G19. Esses ligantes também
foram submetidos a simulacdes de dinamica computacional. Porém, com os dados
computacionais obtidos em simulacdes de dindmica molecular, ndo foi possivel determinar o
melhor ligante para essa proteina, pois os dados para melhores RMSD, pontes de hidrogénio,
numero de contatos e menor media de RMSD divergem entre si. Porém, as oito chalconas
selecionadas apresentam resultados competitivos aos obtidos pelo ligante de referéncia, K76.

Uma vez que a atividade da CRM1 possui relagdo direta com a apresentada por outras
proteinas, as simulacdes de docking molecular foram refeitas com a p53 e MDM2, a fim de
confrontar as chalconas selecionadas em testes anteriores com a CRM1. Foi verificado nessas
simulagfes que todas as chalconas (G14, G15, D14, D15, D19, A6, A20 e G19) também
apresentam bons resultados nos programas de docking empregando as proteinas MDM2 e p53.

Ainda, quando comparados os resultados de dindmica molecular obtidos com as chalconas D14
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e D15 e ligantes de referéncia, o uso das chalconas mostrou-se competitivo, para as proteinas
MDM2 e p53.

A fim de corroborar os resultados obtidos computacionalmente, ensaios laboratoriais
foram realizados com o dominio da proteina CRM1. A realizacdo desses ensaios teve por
objetivo verificar, através de experimentos de ressondncia magnética, se o0s ligantes
selecionados apresentariam interagdo no dominio de interesse da CRM1. Os resultados

alcancados sao apresentados a seguir, na secéo 3.2 deste trabalho.

3.2. Resultados de Expresséo e Purificagdo do Dominio da Proteina CRM1

Os resultados dos ensaios de expressdao e purificacdo do dominio da CRM1 sdo
apresentados nesta subsecéo, cujas amostras foram obtidas conforme metodologia descrita na
secdo 2.2.4 deste trabalho. Os géis de SDS-PAGE de 20% obtidos podem ser observados nas
Figuras 30 a 35, em que se deve considerar que o dominio da CRM1 possui tamanho ~12 kDa,
que esta abaixo do ultimo marcador dos géis.

Nas Figuras 30, 31, 32, 33, 34 e 35, apresentadas a seguir, sdo apresentados os resultados
obtidos com experimentos utilizando os clones 1 (C1), clone 2 (C2) e clone 3 (C3), em que
também foram coletadas amostras de pellet (Pel) e sobrenadante (Sob) e foram empregadas as
seguintes condi¢cbes de expressdo: Figura 30) temperatura: 20°C; concentracdo de IPTG: 1.0
milimol/Litro; tempo de inducdo: 18h. Linhagem: Ril(DE3); Figura 31) temperatura: 20°C;
concentragdo de IPTG: 0.4 milimol/Litro; tempo de indugéo: 18h. Linhagem: Ril(DE3). Na
Figura 31, resultados para sobrenadante e pellet também séo apresentados; Figuras 32 e 33)
temperatura: 20°C; concentracdo de IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de inducdo: 18h.
Linhagens: Ril(DE3) e BL21(De3); Figura 34) temperatura: 37°C; concentragédo de IPTG: 0.5
milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; tempo de inducéo: 4h. Linhagem: Ril(DE3); Figura 35)
temperatura: 37°C; concentragdo de IPTG: 0.5 milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; e tempo de
inducdo: 4h. Linhagem: BL21(DE3).
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Figura 30: Amostras antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones C1, C2 e C3, com temperatura:
20°C; concentragédo de IPTG: 1.0 milimol/Litro; tempo de indugdo: 18h. Linhagem: Ril(DE3).

Fonte: Autora.

Figura 31: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones C1 e C2 e temperatura 20°C; IPTG: 0.4
milimol/Litro; e tempo de inducédo: 18h. Linhagem: Ril(DE3). Sobrenadante (Sob) e pellet (Pel) sdo

apresentados.
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Fonte: Autora
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Figura 32: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones 3 (C3, RiIDE3) e 1 (C2, BL21DE3)
utilizando temperatura: 20°C; concentragéo de IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de indugéo: 18h.

Fonte: Autora

Figura 33: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com os clones 2 (C2) e 3 (C3) com temperatura: 20°C;
concentracdo de IPTG: 0.4 milimol/Litro; e tempo de indugdo: 18h. Linhagem: BL21(DE3). Continuacdo da

Figura 32.
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Fonte: Autora
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Figura 34: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com o clone 1 (C1) com temperatura: 37°C;
concentragdo de IPTG: 0.5 milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; e tempo de inducéo: 4h. Linhagem: Ril(DE3).

Fonte: Autora

Figura 35: Antes de induzir (Al) e depois de induzir (DI) com o clone 1 (C1) com temperatura: 37°C;
concentracdo de IPTG: 0.5 milimol/Litro e 1.0 milimol/Litro; e tempo de inducéo: 4h. Linhagem: BL21(DE3).

Fonte: Autora

Conforme pode ser observado nos géis SDS-PAGE, nao houve expressao da CRM1 nas
condic@es avaliadas. Uma justificativa é o plasmideo apresentar carater altamente hidrofébico,
especialmente no C-terminal. Aminoéacidos hidrofébicos evitam estar em contato com agua e,
para isso, tendem a ficar no interior da proteina. A cadeia do alvo é apresentada abaixo e podem
ser verificados, em cor cinza, residuos hidrofobicos na porgdo C-terminal. Nas demais cores,
outros residuos que podem aumentar a hidrofobicidade da cadeia também estdo destacados.
Apenas cerca de 35% dos residuos do plasmideo da CRM1 ndo apresentam condicdes de
hidrofobicidade.

93



MSEDEEKREVVEVIKDLLDLBVKKRGK DYKAVVASDIMYVVGOYPRELKAHWYFLREVILKLEEFMHE
FHEGVODMABDEFIKIVOKEKYHEVIQ

Ainda, a sequéncia utilizada para o alvo é pequena, possuindo cerca de 12 kDa (95
aminoacidos), o que dificulta sua superexpressdo. Por esse motivo, é possivel que caso sejam
encontradas as condicdes ideias para expressdo da proteina, ela seja expressa em pequenas
quantidades. Desse modo, no presente trabalho, ndo foram obtidos resultados utilizando o
dominio da proteina CRM1. Uma abordagem possivel é a utilizacdo da proteina CRML,
utilizando as condigdes descritas na literatura, como no trabalho de BOOTH, CHENG,
FRANKEL (2014).
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram realizados experimentos de docking e de dinamica molecular
empregando 45 chalconas e a proteina CRM1. Nas simulagdes de docking, foram selecionadas
8 chalconas de interesse, que sdo: G14, G15, D14, D15, D19, A6, A20 e G19. Em simulagGes
de dinamica molecular, considerando o ligante de referéncia K76, pode-se observar que
algumas das chalconas selecionadas apresentaram resultados superiores de RMSD, numero de
contatos e pontes de hidrogénio.

Ainda, as proteinas p53 e MDM2 também foram submetidas a experimentos
computacionais. Pode-se observar um desempenho superior das chalconas D14 e D15 se
comparadas aos ligantes de referéncia, em experimentos de dinamica molecular para valores de
RMSD, nimero de contatos e pontes de hidrogénio.

Nos ensaios de expressao e de purificacdo do dominio de interesse da CRM1, apds o
uso de diferentes concentracdes de IPTG e de variagdes de temperatura e de tempo de inducéo,
ndo foram obtidas as condi¢des ideais para sua expressdo. Ainda, foi verificado que esse
dominio é hidrofobico e devido ao seu tamanho (~12 kDa), é provavel que seja dificil haver
uma superexpressdo dessa proteina nos ensaios. Desse modo, trabalhos futuros referem-se a
realizacdo de ensaios contendo o plasmideo da proteina CRM1 completa, bem utilizar
anticorpos especificos para experimentos de western blot, para verificar a presenca dessa
proteina nas amostras.

Nesse sentido, através de simulagdes computacionais, neste trabalho foram selecionadas
moléculas de interesse, cuja atividade pode auxiliar na regulacdo da proteina CRM1, p53 e
MDM?2.
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APENDICE

Programas de Docking Molecular entre Proteina-Ligante

Na Tabela 15, séo apresentados programas de docking molecular para simulagdes entre
proteina e ligante encontrados na literatura. Nessa tabela, indisp. indicam programas cuja
licenca encontra-se indisponivel, NR refere-se ao nimero de artigos encontrados na revisdo
sistematica entre os anos de 2015 e 2019 e NH indica que ndo ha citacdes nesse periodo. Para
definir os programas incluidos nessa tabela, foi realizada uma busca na base de dados Scopus
com os termos TITLE-ABS-KEY ( molecular AND docking AND programs ) AND ( LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2019) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2018 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR
2017 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2016 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2015) ) AND (
LIMIT-TO ( LANGUAGE , "English" ) ). A busca se restringiu a titulo, resumo e palavras-
chave e o resultado dessa busca gerou 959 artigos. Os resumos foram lidos e todos os artigos
que citavam ou descreviam um novo programa de docking molecular foram selecionados e
constam nessa tabela. Ainda, como forma de incluir outros programas nédo disponibilizados
nessa base, foram utilizados os resultados encontrados no Google Académico e as informagdes
de programas de docking disponibilizadas no Click2Drug’. Ao término dessa busca, foram
selecionados 122 programas de docking molecular. Embora alguns programas apresentem
diferentes citacOes, neste trabalho é informada a primeira versdo encontrada na literatura, que
consta ap6s 0 nome do programa, na primeira coluna da Tabela 15, no campo Nome do
Programa.

Na segunda coluna da Tabela 15 (Campo Descri¢do), constam informacdes relevantes
sobre o programa considerado. Ainda, quando ocorrem, descri¢des sobre aplicacdes especificas
também sdo discriminadas nessa mesma tabela. Na terceira coluna (Campo Licenca), é
informado se esses programas sdo webservice ou para download e se sdo gratuitos ou pagos.
Quando nédo encontrados para download ou em sua versdo webservice, essa coluna contém a
informacao “Indisponivel”.

Para preenchimento da quarta coluna da Tabela 15 (campo NA), na sele¢cdo do nimero
de usos dos programas de docking disponiveis na primeira coluna, fez-se uma filtragem de uso
entre 0s anos de 2015 e 2019 e foram considerados apenas trabalhos em inglés. A busca foi
realizada na base de dados Scopus e foi utilizada a seguinte chave de busca: TITLE-ABS-KEY
( Nome do programa ) AND (LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2019 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR,

7 Click2Drug: disponivel emhttp://click2drug.org/
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2018 ) OR LIMIT-TO (PUBYEAR, 2017 ) OR LIMIT-TO ( PUBYEAR , 2016 ) OR LIMIT-
TO (PUBYEAR, 2015) ) AND ( LIMIT-TO ( LANGUAGE , "English")). O campo “Nome

do programa” utilizado para essa busca segue conforme apresentado na primeira coluna da

Tabela 15. Programas cujo retorno na base de dados Scopus excedeu 1000 artigos, para realizar

a filtragem dos trabalhos de interesse, utilizou-se a chave de busca "docking". Caso o retorno

ainda excedesse 1000 respostas, uma nova filtragem foi realizada com o nome completo do

programa, caso existisse. Caso contrario, o refinamento foi realizado de acordo com o(s)

sobrenome(s) do(s) autor(es) do programa. As buscas consideraram somente trabalhos em que

a busca apresentou resultados no titulo, nas palavras-chave e/ou no abstract.

Tabela 15: Programas para simula¢fes computacionais de docking molecular em complexos contendo proteina-
ligante. Nessa tabela, indisp. indicam programas cuja licenga encontra-se indiponivel, NR refere-se ao nimero
de artigos encontrados na revisdo sistematica entre os anos de 2015 e 2019 e NH indica que néo ha citacdes

nesse periodo.

Nome do Descrigéo Licenca NR
Programa
1-Click Docking  Aplicativo web disponibilizado pela Mcule, Inc., que permite  Webservice 2
(MCULE, 2011) realizar o desenho do ligante no préprio programa ou fazer seu gratuito,
upload. A estrutura bidimensional do ligante € convertida para disponivel em
uma tridimensional equivalente de forma automatica e calcula- mcule.com/ap
se a interacdo do ligante com a molécula-alvo. ps/1-click-
docking/
AADS (SINGH; Programa proposto para identificacdo de sitio ativo da proteina, = Webservice NH
BISWAS; para calculo de docking molecular e para descrever protocolos gratuito,
JAYARAM, de pontuacdo (scoring) para proteinas que possuem a estrutura disponivel em
2011) conhecida. Para o calculo de docking molecular, é empregado  www.scfbio-
0 método de Monte Carlo e sdo avaliadas as dez principais iitd.res.in/doc
cavidades da proteina, de acordo com seu sitio ativo. k/ActiveSite
new.jsp
ADAM (IMMD, ADAM é uma ferramenta de docking molecular disponibilizada  Programa NH
2011) pela IMMD Inc. e que prediz a interacdo entre ligantes flexiveis pago,
e a macromoléculas de interesse. A IMMD Inc. possui outras disponivel em
ferramentas computacionais que auxiliam na descoberta de http://www.i
farmacos, tais como a Key3D, que é utilizada para converter mmad.co.jp/en
estruturas bidimensionais, na sua formula estrutural, para /product 2.ht
estruturas tridimensionais precisas, e a LEGEND, que pode ml
gerar novos ligantes candidatos, com base na estrutura
tridimensional da macromolécula-alvo.
Adaptive BP- No programa Adaptive BP-Dock, sdo realizadas perturbacoes Indisp. 1
Dock (BOLIA; no sitio de ligacdo do receptor e é obtida uma nova

OZKAN, 2016)

conformacdo para 0 mesmo, que é baseada na resposta de
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flutuacdo dos residuos. Utilizando-se dessa nova conformacéo,
é medida a interacdo entre proteina e ligante, empregando-se o
programa RosettaLigand, que é descrito adiante, para esses
célculos.

Achilles Blind

Programa proposto para realizacdo de docking molecular com

Webservice NH

Docking Server interface simples, sem que haja conhecimento inicial sobre o gratuito,
(BIO-HPC, 2017) sitio de interacdo da proteina. Como somente a estrutura do disponivel em
ligante e do receptor sdo necessarios, a caixa de busca inicial €  https://bio-
dividida em mudltiplas caixas, com a finalidade de reduzir o hpc.ucam.edu
espaco de busca do sitio de interacdo. /achilles/
ADDock (LIN;  Programa de docking molecular indicado para simulagdes com  Programa NH
LIN, 2008) pequenas moléculas, que sao flexiveis no programa, e proteina, pago e
que é mantida rigida. No ADDock, utiliza-se o método anchor- detalhes estéo
and-grow, em que o ligante é dividido em partes rigidas e  disponiveis
flexiveis. As partes rigidas sdo definidas como ancoras e sdo em
utilizadas inicialmente para as simulacGes de docking. Em http://www.bi
seguida, as partes flexiveis sdo adicionadas a ele, observando- odelight.com.
se 0s pontos de torcao do ligante. No decorrer da simulagéo, o0s tw/
pontos definidos como ancoras sdo alterados e a melhor
conformacéo é retornada.
ArgusDock O ArgusDock é uma ferramenta para simulacdes de docking  Gratuito e 2
(THOMPSON,  molecular e que €é disponibilizado pelo ArgusLab4.0, programa  disponivel
2004) que também possui ferramentas de modelagem molecular, de para
visualizacdo grafica e voltadas para o desenvolvimento de download em
farmacos para uso no sistema operacional Windows. O www.argusla
ArgusDock implementa um algoritmo de busca exaustiva b.com/argusla
aproximada e sdo permitidos ligantes flexiveis e proteinas b.com/Argus
rigidas nesse programa. Lab.html
ASEDock (GOTO Programa de docking molecular que se baseia na similaridade O programa 1
et al., 2008) da forma da porcao cdncava da proteina e do ligante para definir pode ser
as melhores conformacg6es. Como forma de calcular a interacdo  solicitado por
na ligacdo, utiliza-se a funcdo de avaliacdo ASE, em que é e-mail
combinada uma funcdo do tipo Gaussiana para avaliar  (disponivel
sobreposicOes dessas estruturas e essas sobreposi¢cdes entre  no artigo)
ligante e sitio sdo otimizadas. para seus
autores
AutoDock Dentre os programas de docking molecular avaliados neste  Gratuito e 553
(GOODSELL,; trabalho, o AutoDock foi o que apresentou 0 maior numero de  disponivel
OLSON, 1990) citagOes na base de dados Scopus. Entre os anos de 2001 e 2006, para
esse programa também foi o mais utilizado para as simulagcbes download em
de docking molecular (SOUSA; FERNANDES; RAMOS, https://autodo
2006). Ao utilizar o programa AutoDock, é possivel selecionar ck.scripps.ed
a heuristica adequada para o0 problema. Heuristicas u/

implementadas neste programa incluem Algoritmos Genéticos,
Lamarckian Genetic Algorithms, Simulated Annealing e Busca
Local. Atualmente, o programa AutoDock encontra-se na
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versao 4.

AutoDockFR Programa em que € utilizada uma variacao da funcdo de calculo  Gratuito e 2
(RAVINDRANATH de interagdo do programa AutoDock 4. No programa  disponivel
etal., 2015) AutoDockFR, os célculos de ligacdo ocorrem empregando para
receptores flexiveis, que ndo sdo utilizados no programa download em
AutoDock 4, e ha a utilizacdo de algoritmos genéticos. http://adfr.scr
ipps.edu/
AutoDock Vina  Programa que utiliza Algoritmos Genéticos em sua formulacdo  Gratuito e 445
(TROTT; e foi proposto como uma variagdo para o programa AutoDock.  disponivel
OLSON, 2010)  Das variacbes propostas, o AutoDock Vina possui 0 tempo de para
resposta mais eficiente e melhor média de acuracia em download em
predicdes de ligacdo que o AutoDock 4, que é a versdo mais http://vina.scr
recente do AutoDock. Ainda, o programa AutoDock Vina ipps.edu/dow
permite uma maior rotacao no ligante, se comparado ao numero  nload.html
de rotacGes possivel de serem realizadas no AutoDock original.
Dentre os programas avaliados neste trabalho, o AutoDock
Vina é o segundo com maior numero de citagcGes na base de
dados Scopus.
AutoDock4Zn O AutoDock4Zn utiliza as mesmas medidas de forga que as Extenséo 4
(SANTOS- empregadas no programa AutoDock. Porém, no AutoDock4Zn, gratuita, que
MARTINS etal.,, ha uma alteragdo no célculo da interacdo de ligantes com o pode ser
2014) zinco. Essa proposta foi feita, de acordo com os autores, porque instalada com
0 zinco é importante no metabolismo para a maioria dos 0s programas
organismos, sendo alvo terapéutico em diversas doencas. AutoDock e
MGLTools.
BDT (VAQUE et Esse programa foi proposto como uma variacdo para o O programa 1
al., 2006) programa AutoDock. A variagdo descrita por seus autores pode ser
possui o intuito de facilitar a triagem computacional quando ha solicitado por
uma biblioteca de ligantes, o de permitir a flexibilidade do e-mail
receptor (que ndo ocorre no programa AutoDock) e o de realizar  (disponibiliza
um docking cego em toda a superficie do receptor. do no artigo)
para 0s
autores (ndo
disponivel
para fins
comerciais)
BetaDock (KIM et O programa BetaDock prioriza a complementaridade de forma  Indisponivel NH
al., 2011) entre o receptor e o ligante e baseia-se na teoria do complexo
B. Através da forma 3, computa-se o pocket que o ligante pode
pertencer e utilizando as conformacgdes dos ligantes dentro
desses pockets, combinado a algoritmos genéticos, sao
determinadas as posic¢Ges de docking molecular.
BioDrugScreen  No programa BioDrugScreen foi realizado um ranking de  Webservice 1
(LIetal, 2010) resultados de docking molecular de aproximadamente 1600 gratuito,
moléculas diferentes em 1589 receptores-alvo presentes no disponivel em
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proteoma humano e esses resultados sdo disponibilizados no

nesg.org:909

(LIN; SIU, 2018)

que é descrito para simulagBes de docking molecular entre
proteina e pequenos ligantes. Em relacdo as alteragdes, no
CuckooVina é utilizada a busca cuckoo e a evolucao
diferencial. Segundo seus autores, quando comparado ao
programa AutoDock Vina, essa alteracdo possibilita que o
programa CuckooVina melhore os resultados de RMSD, de
afinidade de ligacgéo e de taxa de sucesso. Porém, o CuckooVina
requer tempo superior entre 9% a 15% para realizar a execucao
das simulagdes, quando comparado ao AutoDock Vina.
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site do programa, disponivel na coluna ao lado. Desses 0/HCPIN/ind
receptores, foram calculadas as energias presentes em 1926 ex.jsp
cavidades. Nesse programa, a interagdo entre esses complexos
pode ser verificada por meio das funcdes de avaliacdo
AutoDock, DockScore, ChemScore, X-Score, GoldScore,
DFIRE ou PMF.
BSP-SLIM (LEE; Programa de docking molecular cego, que inicialmente escolne ~ Webservice 2
ZHANG, 2012) um suposto sitio de interacdo e utiliza um padréo apresentado gratuito,
por estruturas similares. A conformagéo do composto é entdo disponivel em
construida de maneira local e a interacéo € calculada através da  https://zhangl
complementaridade quimica entre o ligante e das imagens ab.ccmb.med.
negativas do sitio de ligacéo. umich.edu/B
SP-SLIM/
CDOCKER (WU No programa CDOCKER, a proteina é mantida rigida e o Verséo bésica 101
et al., 2003) ligante é rotacionado. Para os calculos de docking molecular, ¢ gratuita para
utilizada a heuristica simulated annealing e € aplicado o campo fins
de forca CHARMM nas simulacBes. Esse programa € académicos
disponibilizado pela BIOVIA Discovery Studio. disponivel em
www.3dsbiov
la.com/resour
ce-
center/downl
oads/freeware
/index.html
CovDock (ZHU et O programa CovDock realiza célculos utilizando as interacbes ~ Programa 2
al., 2014) covalentes, sendo que ligacGes mais covalentes sdo as de maior ~ pago, com
interesse. Nesse programa, também é verificada a estabilidade Versao
das forcas ndo covalentes no sitio de ligacdo. Esse programa é  gratuita de
disponibilizado pela Schrodinger. teste,
disponivel em
www.schrodi
nger.com/cov
dock
CuckooVina Programa proposto como uma variante para o AutoDock Vina, Indisp. 1



Cyscore (CAO;  Para os calculos de molecular docking, o programa Cyscore  Gratuito e 2
DAI; MIAOQ, combina as energias hidrofdbicas livres, energia das interagdes  disponivel
2018) de van der Waals, energia de pontes de hidrogénio e entropia para
do ligante. Ainda, nesse programa, rotaces na conformacdo do download em
ligante sdo permitidas e o receptor é mantido rigido. http://clab.
labshare.cn/s
oftware/
DAIM-SEED-  Programa em que o ligante inicial é decomposto em  Gratuitoe NH
FFLS (KOLB;  fragmentos, utilizando as formas mais apropriadas. Detalhes  disponivel
CAFLISCH, sobre essa escolha sdo apresentados em (KOLB; CAFLISCH, para
2006) 2006). Em seguida, cada um dos fragmentos é submetido a download em
simulagOes de docking molecular utilizando o programa SEED, www.bioche
que é descrito adiante neste trabalho. Com base nessas m-
informagdes, os fragmentos sdo combinados e a melhor caflisch.uzh.c
conformacéo é retornada. h/download/
DARWIN Proposto para realizar calculos de docking molecular entre Indisp. NH
(TAYLOR; proteinas e outras estruturas biol6gicas, como ligantes e
BURNETT, 2000) carboidratos. O programa DARWIN utiliza o programa
CHARMM (BROOKS; BRUCCOLERI; OLAFSON; STATES
et al., 1983) para os calculos de energia e algoritmos genéticos
como heuristica. Ainda, a fim de aumentar a eficiéncia nos
calculos de docking molecular, o paralelismo é empregado.
DIVALI No programa DIVALI (Docking wlth evolutionary Indisp. NH
(CLARK; AJAY, Algorlthms), o receptor é mantido rigido e torcdes sdo
1995) realizadas no ligante. Nesse programa, o campo de forga
AMBER é empregado e algoritmos genéticos sdo utilizados
para busca na proteina.
DOCKTITE Neste programa, para célculo de interacdo entre receptor e  Programa 2
(SHOLZ etal., ligante, sdo consideradas as ligacGes covalentes formadas entre  pago, com
2015) receptor e ligante no Molecular Operating Environment versao
(MOE). Segundo seus autores, a presenca de uma ligacdo  gratuita de
covalente no composto € essencial para uma série de teste,
medicamentos. solicitada em
https://omicto
ols.com/dockt
ite-tool
DOCKovalent O DOCKaovalente é uma adaptacdo do programa de docking  Webservice NH
(LONDON; molecular DOCK3.6., que emprega célculos de ligagdes ndo- gratuito,
MILLER,; covalentes. No programa DOCKovalent, as simulagdes disponivel em
KRISHNAN; computacionais utilizam informacdes de ligacOes covalentes de http://covalen
UCHIDA etal., pequenas moléculas eletrofilicas. t.docking.org/
2014)
DOCK (MENG; O programa DOCK encontra-se atualmente na versdo 6 e as  Disponivel DOCK 4:
SHOICHET; alteracdes que ocorreram nesse programa referem-se ao modo para 1
KUNTZ, 1992) de calcular a ligacdo de energia minima, o campo de forca e,  download DOCK 6:
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em sua versdo inicial, ligante e receptor eram rigidos. (gratuito para 7
Atualmente, o receptor € rigido e o ligante é flexivel. As versdes fins Demais
1, 2 e 3 possuem somente o codigo fonte do programa. A versao académicos e  versoes:
4 ¢ disponivel para download para Linux e Unix. As versdes 5  pago para NH
e 6 estdo disponiveis para Linux, Windows, Maclntosh OSX.  organizacfes
industriais)
em
http://dock.co
mpbio.ucsf.e
du/
Docking at O programa Docking at UTMB é baseado no programa Link para NH
UTMB AutoDock Vina e é mantido pelo laboratério Watowich, da acesso
Universidade Texas Medical Branch encontra-se
indisponivel
DockingServer  Programa proposto para oferecer uma interface de uso facil, em  Webservice 3
(BIKADI; que é possivel realizar simulaces de docking molecular com com licencas
HAZAI, 2009)  um Unico ou com multiplos ligantes para uma Unica proteina-  gratuitas e
alvo. Segundo seus autores, por combinar diferentes métodos pagas,
computacionais voltados para célculos quimicos de interacdo, disponivel em
esse programa permite realizar o docking molecular de forma www.docking
eficiente e robusta. server.com/w
eb
Docking Study  No programa Docking Study with HyperChem, proteinas e =~ Programa NH
with HyperChem  &cidos nucleicos podem ser utilizados como macromoléculas. pago,
(HYPERCHEM, Como ligantes, pequenas moléculas e peptideos sdo permitidos. disponivel em
2004) Segundo seus autores, por ndo adotar uma malha (grid) para https://www.
calculos, o programa pode determinar a afinidade de ligacdo de molfunction.c
todo o sistema, ao invés de obter a energia aproximada de om/
interacdo, que é obtida em outros programas de docking que
fazem uso do grid.
DockThor No programa DockThor, sdo aplicados algoritmos genéticos  Webservice 3
(ALMEIDA, para definir a posi¢do de interesse para célculo de afinidade gratuito,
2011; DE entre proteina e ligante. Ainda, em andlise realizada por disponivel em
MAGALHAES, (DARDENN, 2012), esse programa possui resultados https://dockth
2006) comparaveis ao AutoDock Vina, GOLD e GLIDE, que sdo or.Incc.br/iv2/
programas de docking molecular populares na literatura,
especialmente para ligantes altamente flexiveis.
DockVision Programa para simulagdes de docking molecular, que se propde  Gratuito e NH
(HART; READ, a disponibilizar uma interface amigavel ao usuario. No  disponivel
1992) programa DockVision, o ligante é flexivel e o receptor é rigido para
e sdo empregadas as heuristicas Monte Carlo e Algoritmos download em
Genéticos para busca do sitio de interagéo. http://dockvis
ion.sness.net/
DOLINA O algoritmo implementado no programa Dolina emprega a Pode ser NH
(SMIESKO, estratégia local induced-fir para célculo de docking molecular solicitado por



ZHAO:; LI;
ZHAO et al.,
2013)

Fully Informed Particle Swarm (FIPS). Como subrotina para
esse programa, € adotada a fungdo de energia utilizada no
AutoDock 4.20 para resolver problemas do tipo proteina-
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2013) entre receptor e ligante. Nessa estratégia, alteracGes estruturais  e-mail para
sdo induzidas na estrutura do ligante e esses rearranjos séo fins
realizados de forma combinatéria, nas cadeias laterais que académicos
revestem o local de ligagéo entre receptor-ligante. (disponivel
no artigo)
para seu
autor
EADock O EADock é um programa para calcular a interacdo entre  Executavel 2
(GROSDIDIER; proteina e pequenos ligantes utilizando a abordagem gratuito para
ZOETE; evolucionédria. Para calculo de energia e para manipulacdo  download
MICHIELIN, estrutural, o campo de forca CHARMM é empregado. Segundo  disponivel em
2007) seu autor, ndo é esperada acuracia desse programa, umavez que aurelien.latitu
ainda esta em desenvolvimento. Atualmente, o programa de77.org/proj
EADock possui um sucessor, chamado EADock?2. ects/eadock/g
ettingstarted/i
ndex.html
eHITS No programa eHiTS, os ligantes sdo flexiveis e os receptores Enderego de 2
(ZSOLDOS et al., sdorigidos. Nesse programa, € empregada a busca exaustiva em acesso
2007) parte do espaco de busca do receptor e para determinar as indisponivel
possiveis conformacdes do ligante. atualmente.

EUDOC (PANG Programa de docking molecular automatizado, em que oS Indisp. NH
etal., 2001) receptores tridimensionais também podem ser metaloproteinas.

Ainda, no programa EUDOC, é possivel identificar um
subconjunto lider que venha a ser utilizado na fabricacdo de
farmacos, de acordo com informacBGes de bases de dados
quimicas.

FDS (TAYLOR; Programa indicado para realizacdo de docking molecular em Indisp. NH
JEWSBURY; ligantes pequenos e receptores grandes, em que ambos, nas
ESSEX, 2003)  simulacdes, possuem a estrutura flexivel. Esse programa utiliza

a heuristica de Monte Carlo para busca e € aplicado o campo de
forca AMBER.

FINDSITE-LHM O programa FINDSITE-LHM utiliza informagfes estruturais  Informagdes NH
(BRYLINSKI;  extraidas de proteinas fracamente relacionadas em relacdo a extras
SKOLNICK, proteina de interesse para realizar o docking molecular. Desse encontram-se

2009) modo, para esses calculos, ocorre a modelagem por homologia.  disponiveis

Segundo seus autores, proteinas relacionadas de forma remota em

frequentemente compartilham um local de ligagdo comum, que http://cssb.bio

é ocupado por ligantes quimicamente semelhantes. logy.gatech.e
du/skolnick/fi
les/FINDSIT

ELHM/
FIPSDock (LIU;  No FIPSDock, é implementada uma variante para a heuristica Indisp. NH



ligante flexiveis.

Fitted No Fitted, proteina e ligante possuem estruturas flexiveis.  Disponivel 2
(MOITESSIER; et  Segundo (MOITESSIER; POTTEL; THERRIEN; para
al., 2016) ENGLEBIENNE et al., 2016), nesse programa é permitido que ~ download
as moléculas de agua sejam deslocaveis e é utilizado o (gratuito para
desenvolvimento de farmacdforos baseados no ligante. fins
Segundo seus autores, essas abordagens aumentam a precisdo  académicos)
do programa de docking molecular. em
http://fitted.ca

Fleksy No programa Fleksy, a estrutura da proteina e do ligante séo Indisp. NH
(WAGENER; DE flexiveis nas simulagdes. Nesse programa, 0 processo de

VLIEG,; calculo de docking molecular é dividido em duas fases: i) todos

NABUURS, 0S arquivos necessarios para a simulacdo sdo coletados,
2012) analisados, gerados, validados e armazenados; ii) é realizada
uma etapa de otimizagdo e ocorre a avaliacdo dos ligantes,
selecionando o com melhor resposta.
FlexX (RAREY et Programa em que € implementado um algoritmo incremental Possui 38
al., 1996) para docking molecular e é indicado para ligantes pequenos. licengas
Ap6s sua primeira publicagdo (RAREY; KRAMER; gratuitase
LENGAUER; KLEBE, 1996), variaces para o FlexX foram pagas,
propostas. Atualmente, o programa encontra-se na verséo 4. disponiveis
em
https://www.
biosolveit.de/
download/

FlexAID Programa de docking molecular indicado para pequenos Codigo-fonte 4
(GAUDREAULT;  [igantes e peptideos (como micromoléculas), e proteinas e disponivel em
NAIMANOVICH,  acidos nucleicos (como receptores). Os parametros de energia https://github.

2015) empregados nesse programa foram obtidos em uma com/NRGlab/

classificacdo de um conjunto de dados com aproximadamente FlexAID
1500 complexos. Esses dados foram otimizados por sucessivas
iteracdes empregando o método de Monte Carlo.
FlexE O programa FlexE (Flex-Ensemble) é um variante para o Possui NH
(CLAUSSEN et programa FleX e também ¢ distribuido pela empresa licencas
al., 2001) BioSolvelT. Esse programa também utiliza um algoritmo  gratuitas e
incremental para as simulacdes de docking molecular. No pagas
FlexE, sdo consideradas pequenas alteragdes validas nas  disponiveis
cadeias lateral e principal da proteina, de forma com que ela se em
adapte ao ligante. https://www.
biosolveit.de/
download/
FlexX-Pharm FlexX-Pharm € uma extensdo do programa FlexX, em que é Indisp. 1
(HINDLE et al., permitido inserir informacdes extras sobre proteina e ligante de
2002) interesse, em relagdo aos sitios de interagdo entre ambos. Essas
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informacdes sdo utilizadas como guia para as simulacdes de
docking molecular.

pontuacdo e um aumento na flexibilidade conformacional do

seoklab.org/s

FLIPDock FLIPDock é um programa de docking molecular em que Gratuito para 1
(ZHAO; receptor e ligante sdo flexiveis. Nesse programa, algoritmos fins
SANNER, 2007) genéticos sdo empregados como heuristica para otimizar os académicos e
movimentos do ligante no campo da proteina. No FLIPDock, deve ser
podem ser utilizadas diferentes funcdes de avaliacdo para  solicitado
determinar a melhor pose para o ligante. conforme
descrito em
flipdock.scrip
ps.edu/downl
oad
FLOG (MILLER No programa FLOG (Flexible Ligands Oriented on Grid), é Indisp. NH
etal., 1994) realizada uma busca em um banco de dados em que sdo
armazenadas as coordenadas tridimensionais do ligante para
encontrar moléculas complementares ao receptor de estrutura
tridimensional conhecida. Nesse banco de dados, multiplas
conformaces da estrutura do ligante sdo armazenadas, como
forma de permitir a flexibilidade do mesmo e para realizar
buscas rapidas, como forma de acelerar o processo de docking
molecular.
FRED O programa FRED emprega um algoritmo de busca exaustiva  Disponivel 18
(MCGANN, e sistematica, em que todas as conformacgdes possiveis do para
2011) ligante, contendo rotacdes e translacdes, sdo avaliadas no sitio  download
ativo da proteina. Os melhores resultados obtidos sdo (gratuito para
otimizados. Esse programa esta contido no OEDock, que fins
contém outras ferramentas de docking molecular. académicos)
em
WWW.eyesope
n.com/oedock
ing
FTDOCK Nesse programa ocorre, inicialmente, uma busca global,emque  Gratuito e 5
(GABB; sdo realizadas rotacdes e translacbes no ligante. Em seguida,  disponivel
JACKSON; baseado nas melhores predigdes encontradas na etapa anterior, para
STERNBERG, érealizado um refinamento dos resultados. O célculo de energia download em
1997) do sistema e definido de acordo com a complementaridade http://www.s
entre proteina e ligante e com a teoria de correlacdo de Fourier. bg.bio.ic.ac.u
k/docking/ftd
ock.html
GalaxyDock GalaxyDock é um programa de docking molecular entre As versoes 1, 4
(SHIN; SEOK, proteina e ligante que permite selecionar partes em que as 2 e 3 estdo
2012) cadeias laterais dos ligantes sejam flexiveis. Atualmente, 0  disponiveis
programa GalaxyDock encontra-se na versao 3. Segundo seus para
autores, nas atualizagdes deste programa, houve um aumento download em
na acuracia da predi¢do na afinidade de ligagdo, na funcdo de http://galaxy.
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ligante, em relacdo a sua primeira versao.

oftwares/gala
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xydock.html
Galaxy7TM Segundo (LEE; SEOK, 2016), receptores acoplados a proteina  Webservice 1
(LEE; SEOK, G (GPCRs) possuem papéis fisiologicos importantes gratuito,

2016) relacionados a transducdo de sinal e representam um alvo disponivel em
importante para o desenvolvimento de drogas. Segundo os http://galaxy.
mesmos autores, o0 programa Galaxy7TM melhora a estrutura seoklab.org/c
GPCR de entrada pela realizagdo simultanea de docking gi-
molecular e pelo refinamento das estruturas flexiveis da GPCR. bin/submit.cg

1?type=7TM
GEMDOCK O programa GEMDOCK (Generic Evolutionary Method for  Gratuito e 3
(YANG; CHEN, molecular DOCKing) é um programa de docking molecular  disponivel

2004) entre proteina e ligante que emprega uma funcdo de avaliagcdo para
empirica para calcular a interacdo entre ambos. No download em
GEMDOCK, algoritmos evolucionérios sdo utilizados como http://gemdoc
heuristica para reduzir o espa¢o de busca no receptor. k.life.nctu.ed

u.tw/dock/do
wnload.php
GlamDock No programa GlamDock, os receptores sdo fixos e os ligantes  Gratuito e 1
(TIETZE; sdo flexiveis. Nesse programa, para calculo de energia, ¢  disponivel
APOSTOLAKIS, utilizado o ChillScore, que é uma funcdo de aproximacao para

2007) diferencial por partes proposta no trabalho, e como algoritmo download em

de busca, emprega-se 0 método de Monte Carlo. www.chil2.de
/Download.ht
ml

Glide (FRIESNER No programa Glide, em sua versdo original (FRIESNER,; Programa 410
et al., 2004) BANKS; MURPHY; HALGREN et al., 2004), inicialmente ¢  pago, com

determinada uma conformacgdo grosseira para o ligante em verséo
diferentes  posicionamentos na proteina. Para cada gratuita de
conformacao, é aplicada uma func¢éo de avaliacdo (score). Essa teste,
etapa € seguida por uma otimizacdo das melhores poses disponivel em
disponiveis e por otimizacbes nas conformacdes dos ligantes https://www.s
atraves do método de Monte Carlo. No programa Glide em sua chrodinger.co
versdo atual, sdo implementadas as versbes SP (preciséo m/glide
padrdo, standard precision) e XP (precisdao extra, extra

precision). Os resultados obtidos ao utilizar a versdo XP sao

mais precisos quando comparados aos da verséo SP.

Atualmente, esse programa € disponibilizado pela Schrodinger

e dentre os programas de molecular docking avaliados neste

trabalho, é o que é possui finalidade comercial com o maior

numero de citagdes na base de dados Scopus.

GOLD (JONES; Em sua versdo atual, o programa GOLD possui diferentes  Programa 138
WILLETT; maneiras para ser configurado, cuja finalidade € adaptar o  pago, com
GLEN, 1995) sistema de interesse a essas configuragdes, permitindo a versao

maximizacdo dos resultados obtidos. Como exemplo, o  gratuita de
programa disponibiliza diferentes funcbes de avaliacdo e teste, que


https://www.schrodinger.com/glide
https://www.schrodinger.com/glide
https://www.schrodinger.com/glide

protocolos de docking molecular customizaveis. Em todas essas
simulagdes, esse programa utiliza receptores com estruturas
parcialmente flexiveis e os ligantes com estrutura flexivel.

pode ser
solicitada em
www.ccdc.ca
m.ac.uk/solut
ions/csd-
discovery/co
mponents/gol
d/

GPCRautomodel
(LAUNAY etal.,

2012)

Neste trabalho, sdo realizadas duas propostas: i) é descrito um
programa para automatizar a modelagem de homologia dos
receptores olfativos de mamiferos, com base nas seis estruturas
tridimensionais de receptores acoplados a proteina G; ii) é
proposto um programa para realizar o docking molecular de
odorantes empregando os modelos descritos na etapa 1.

Gratuito e
disponivel
para
download em
http://genome
Jouy.inra.fr/
GPCRautomd
I/cqi-
bin/welcome.
pl

NH

GriDock

(VISTOLI et al.,

2010)

O programa GriDock foi desenvolvido para realizar docking
molecular para um grande numero de ligantes armazenados em
uma Unica base de dados. Para realizar o processamento de
forma eficiente, o programa faz o balanceamento da carga
computacional relacionada as simulag¢fes de docking entre os
processadores. O programa GriDock utiliza o AutoDock 4
como subrotina para os calculos de interacdo entre proteina e
ligante.

Gratuito e
disponivel
para
download em
nova.disfarm.
unimi.it/cms/i
ndex.php?Sof
tware_project
s:GriDock

NH

HADDOCK

(DOMINGUEZ et

al., 2003)

O programa HADDOCK (High Ambiguity Driven protein-
protein DOCKIing), em sua primeira versao, foi proposto para
calcular a interacdo entre proteina-proteina. Atualmente, em
sua versdo 2.2, pode ser utilizado na simulagdo de docking
molecular entre proteina-proteina, proteina-acido nucléico e
proteina-ligante. O HADDOCK é um programa de docking
molecular que utiliza a abordagem flexivel e, segundo seus
autores, ele se difere dos demais pelo fato de armazenar
informacdes de interfaces de proteinas identificadas ou preditas
em iteragbes ambiguas, que sd@o utilizadas para direcionar o
processo de docking molecular.

Webservice
gratuito,
disponivel em
https://milou.
science.uu.nl/
services/HA
DDOCK2.2/h
addockserver
-easy.html

79

Haptimol
FlexiDock

(MATTHEWS et

al., 2019)

Através da ferramenta Haptimol FlexiDock, o usuario
manuseia um dispositivo e, através dele, de forma tatil o usuario
sente as forcas de interagdo entre o ligante rigido e a
biomolécula receptora flexivel. Desse modo, a intuigdo e o
conhecimento do usuario podem ser utilizados para guiar o
conhecimento para o docking molecular.

Gratuito e
disponivel
para
download em
www.haptim
ol.co.uk/flexi
dock/haptimo
Iflexidockinst
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aller.zip

Hammerhead Programa de docking molecular, em que sdo utilizados ligantes  Indisponivel. NH
(WELCH,; flexiveis e receptores fixos. Os autores realizaram testes para Atualizacfes
RUPPERT; JAIN, grandes bases de dados de forma automatizada e garantiram  realizadas
1996) que, pelo emprego de uma funcdo de avaliacdo eficiente, pelaequipe
descrita em (WELCH; RUPPERT; JAIN, 1996), as simulac¢des de
foram realizadas em poucos segundos para cada ligante. desenvolvime
nto ocorrem
no Surflex.
Hex (RITCHIE; Hex é um programa proposto para célculo e exibicdo de  Gratuitoe 55
KEMP, 2000) resultados de docking molecular entre proteina-DNA e  disponivel
proteina-ligante. Ao realizar docking molecular entre proteina- para
ligante, o ligante € mantido rigido. Atualmente estd naverséo 8  download
e possui uma versdo webservice (Hex Server) e uma (fins
paralelizada (Hex-Cuda), que serdo descritos adiante. académicos e
governament
ais) em
hex.loria.fr
Hex-Cuda Hex-Cuda ¢ a versdo paralelizada do programa Hex, em que ¢  Gratuito e 1
(RITCHIE; possivel a utilizacdo da GPU para executar as simulacdes. Essa  disponivel
VENKATRAMA, versdao foi implementada no programa Hex através da para
2010) plataforma de computacdo paralela CUDA. Na atualizacdo  download
mais recente do programa Hex, o executavel possui suporte a (fins
essa forma de paralelismo. Segundo seu autor, esse é o primeiro  académicos e
programa de docking molecular capaz de usar GPUs para governament
acelerar os célculos. ais) em
hex.loria.fr
Hex Server O programa HexServer € a versao webservice para o programa Webservice e 2
(MACINDOE et  Hex. Desse modo, ao utiliza-lo, ndo € necessaria a realizacdo de gratuito, cujo
al., 2010) download do executdvel do programa Hex. Para acelerar as  acesso pode
simulacdes computacionais de docking molecular, esse ser realizado
programa utiliza GPU no servidor disponibilizado para testes. em
http://hexserv
er.loria.fr/
HomDock No artigo de (MARIALKE; TIETZE; APOSTOLAKIS, 2008),  Gratuito e NH
(MARIALKE;  séo propostas trés abordagens de docking molecular. Conforme  disponivel
TIETZE; apresentado pelos autores, essas técnicas sdo: i) é empregado para
APOSTOLAKIS, um alinhamento molecular baseado em grafo (graph based  download
2008) molecular alignment, GMA). Nessa técnica, é construido um (fins
subgrafo comum méaximo, gerado com base no grafo quimico académicos e
da molécula de interesse. De forma flexivel, a estrutura da  industriais)
molécula alvo é alinhada ao ligante, que esta rigido; ii) 0o GMA em
é construido e ha um relaxamento do ligante no campo da www.chil2.de
proteina; iii) somente é considerada a informacéo do ligante, /HomDock.ht
nédo considerando sua conformacdo em relagdo ao complexo. ml
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HYBRID Com base nas informacGes sobre o ligante, o programa  Gratuito e 2

(MCGANN, HYBRID melhora os posicionamentos do mesmo nas  disponivel
2012) simulacdes de docking molecular. Esse programa € similar ao para
FRED, descrito anteriormente, em que € realizada uma busca  download
sistematica, exaustiva e ndo estocastica dos posicionamentos. (fins
De forma divergente ao FRED, o HYBRID reduz o espago de  académicos)
busca com base na forma e na complementaridade de ligantes em
conhecidos. https://www.e
yesopen.com/
oedocking
HybridDock No programa HybridDock, sdo utilizadas as informacdes Indisp. 1
(HUANG,; LI;  relacionadas a estrutura molecular do receptor e do ligante para
WANG; PAN, as simulacdes de docking molecular. Para isso, com base na
2016) informacdo estrutural do alvo, sdo extraidas informagdo de

ligantes conhecidos para essa molécula e ocorre também a
busca baseada na similaridade do ligante.

HyperDock O programa HyperDock utiliza a ideia descrita no Indisp. 2
(IMBERNON et METADOCK, em sdo aplicadas metaheuristicas em clusters
al., 2019) heterogéneos de computadores com unidade central de

processamento (CPU) e unidade grafica de processamento
(GPU). Nesse sentido, o HyperDock descreve o paralelismo
para sistemas compostos por CPU e multi-GPU para melhorar
0 tempo de processamento e obter melhores resultados de
tempo quando comparado ao METADOCK para simulagfes de
docking molecular entre ligante-receptor.

ICM-Dock (LAM; O programa ICM-Dock é implementado no software ICM-Pro, Programa ICM-
ABAGYAN; da MolSoft. Esse programa propde a utilizacdo de proteinas e pago e Dock: 1
TOTROV, 2018) ligantes flexiveis. O método descrito foi desenvolvido com base disponivel em
na combinacdo de informacdes do ligante e do receptor, em que http://molsoft ICM-
é construida uma funcédo de pontuacdo em que séo relacionados .com/downlo  Pro: 7

0s campos de propriedades atdbmicas dessas duas moléculas. ad.html
idock (LI; Programa de docking molecular opensource e webservice. No Webservice e 11
LEUNG; WONG, idock, sdo reutilizados dados pré-calculados e séo realizadas gratuito,
2012) melhorias na implementacdo e nos modelos numéricos do disponivel em

programa AutoDock Vina, com a finalidade de acelerar o tempo http://istar.cse
de processamento do mesmo. Os autores descreveram que, em .cuhk.edu.hk/
testes realizados, o programa idock atingiu uma aceleracéo de idock/
3.3 em termos de tempo de CPU e uma aceleracdo de 7.5 em

termos de tempo decorrido em para as execugdes, na media, em

comparacdo em relacdo ao programa AutoDock Vina.

idTarget (WANG O programa idTarget € utilizado para a predi¢do de possiveis Webservice e 2
etal., 2012) alvos moleculares de pequenas moléculas quimicas. No gratuito,
idTarget, é empregada a abordagem de programagdo por disponivel em
divisdo e conquista, para obtencdo de resultados com maior http://idtarget
eficiéncia em termos de custo computacional, em combinagdo .rcas.sinica.ed
com a funcdo de avaliacdo utilizando analise de regresséo e u.tw/
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modelos quanticos de carga quimica.

IGEMDOCK Programa utilizado para predizer interagGes farmacoldgicas, em  Webservice e 37
(HSU et al., 2011) que uma das fases é a de docking molecular. Para essas fase, é gratuito,
empregado o programa GEMDOCK, descrito previamente disponivel em
neste trabalho. gemdock.life.
nctu.edu.tw/d
ock/igemdoc
k.php
iScreen (TSAI;  Programa de interface amigavel, proposto inicialmente em Webservice e NH
CHANG; CHEN, (TSAIl; CHANG; CHEN, 2011) para o estudo da medicina gratuito, em
2011) tradicional chinesa (TCM). Nesse programa, € descrito um que 0s modos
modelo de docking molecular através do programa PLANTS, padrdo e
que € descrito adiante neste trabalho, seguido por um de novo flexivel estdo
drug design customizado, utilizando o programa LEA3D. disponiveis
Através do de novo drug desing, com base na estrutura em
tridimensional do receptor, novas moléculas receptoras sdo http://iscreen.
propostas. Em sua versdo atual, o programa iScreen possui 0 cmu.edu.tw/
modo padrdo, em que a proteina é mantida rigida, e 0 modo o
modo flexivel, em que os residuos flexiveis da proteina podem
ser definidos pelo usuario.
ISE-Dock Programa de docking molecular que é baseado no algoritmo Indisp. NH
(GORELIK; iterativo de eliminacdo estocastica (iterative stochastic
GOLDBLUM, elimination, ISE). Nesse programa, séo eliminados valores que
2008) de maneira consistente levardo aos piores resultados. Essa etapa
reduz o espaco de busca por poses de docking molecular.
Itzamna Os programas de docking implementados na plataforma SaasS, Programa NH
(ITZAMNA, da empresa Mind the Byte, utilizam o protocolo de docking do pago e
2018) software proprietario MtBdock como subrotina. Nesse  disponivel
protocolo, tem-se por objetivo reduzir a quantidade de falsos para
positivos através da incorporacdo de todos os grupos download em
prostéticos e de minimizag6es conformacionais. A plataforma  https://www.
SaaS inclui os programas de docking Itzamina (2018) e Kin mindthebyte.
(2018). Nesse programa, a descricdo do sitio de ligacdo, as com/products
amostragens conformacionais dos ligantes e a descricdo de /saas-
poses de energia minima sdo armazenadas. platform/
KIN (KIN, 2018) O programa KIN, assim como o programa ltzamna, estd  Programa NH
implementado na plataforma SaasS, pertencente a empresa Mind pago e
the Byte e utiliza o protocolo de docking MtB. Nesse programa,  disponivel
é empregado docking cego, em que a busca pelo sitio de ligagdo para
ocorre em toda proteina, em todas as suas cavidades. Um download em
conjunto de diferentes conformacdes da molécula é avaliado https://www.
em cada cavidade, e essas conformagdes sdo submetidas & mindthebyte.
funcdo de avaliagdo. Assim como o programa FRED, o com/products
programa Kin esta contido no OEDock, plataforma que contém /saas-
platform/
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ferramentas de docking molecular.

Lead finder Programa de docking molecular, em que sdo combinados  Programa NH
(STROGANOV et algoritmos genéticos classicos e otimizacdes locais, para pago,
al., 2008) melhoria dos resultados. Para essa otimizacdo, utiliza-se o  disponivel
conhecimento das conformacdes geradas ao longo da simulacao para
de docking molecular. Ainda, as fungdes de avaliacdo desse download em
programa séo determinadas de forma empirica. moltech.ru/.
A verséo
gratuita de
teste deve ser
solicitada aos
autores
LeadlT (LEADIT, Plataforma para desenvolvimento de farmacos (drug design),  Programa 10
2017) em que uma das funcionalidades é o de docking molecular. O  pago, com
programa Leadlt encontra-se atualmente na versao 2.3.2. e nele verséo
é utilizado como subrotina o programa FlexX, descrito gratuita para
previamente, para as simulagdes de docking molecular. download
disponivel em
https://www.
biosolveit.de/
LeadlT/
LeDock Segundo seus autores, LeDock é um programa de docking  Gratuito e 8
(LEDOCK, 2014 - molecular rapido, flexivel e acurado, com interface  disponivel
2015) simplificada. Nesse programa, sdo combinadas as técnicas para
simulated annealing e otimizacdo evolucionaria da posi¢do e download em
orientacdo do ligante para as simulagGes computacionais. www.lephar.c
Dentre dez programas de docking molecular avaliados om/download
(LigandFit, Glide, GOLD, MOE Dock, Surflex-Dock, htm
AutoDock, AutoDock Vina, LeDock, rDock, and DOCK), em
experimentos realizados por (WANG; SUN; YAO; LI et al.,
2016), o LeDock apresentou um bom desempenho em um
conjunto com 2002 complexos do tipo proteina-ligante, embora
nesse estudo ndo tenha obtido um Unico programa com
melhores resultados em todas as simulacdes.
LibDock Assim como o programa CDOCKER, o LibDock é  Disponivel 44
(BIOVIA, 2017) disponibilizado pela BIOVIA Discovery Studio. Para avaliar as para
ligacOes entre ligante e receptor, esse programa baseia-se nas  download
interacdes polares e apolares que ocorrem no sitio de ativacéo (verséo
da proteina. basica
gratuita para
fins
académicos)
em

www.3dsbiov
ia.com/resour
ce-
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center/downl

oads/freeware
/index.html
LiBELa (MUNIZ; O programa LiBELa (Ligand Binding Energy Landscape) Indisp. 2
NASCIMENTO, utilizauma abordagem mista, isto é, utilizam-se informacdes do
2015) ligante e do receptor, para as simulagdes de docking molecular.
Nesse programa, sdo combinadas as caracteristicas estéricas e
eletrostaticas de um ligante de referéncia, que séo utilizadas nos
calculos de similaridade e sobreposicdo, a fim de obter uma
conformacdo inicial pré-otimizada do ligante testado. Em
seguida, a afinidade de interacéo é minimizada no sitio ativo de
receptor a partir de potenciais energéticos.
LigandFit No programa LigandFit, é construido um procedimento para  Disponivel 11
(VENKATACHA deteccdo de cavidades na proteina, passo que indica seus para
LAM et al., 2003) possiveis sitios. Em seguida, € aplicado um método de busca  download
conformacional de Monte Carlo para gerar poses consistentes (gratuito para
para o0 ligante em relacdo ao sitio selecionado. As poses fins
candidatas obtidas na fase anterior sdo minimizadas no sitio académicos)
ativo da proteina através da utilizacdo de método baseado em  em pacote
malhas (grid-based), de forma a construir uma grid contendo o  disponivel em
ligante e ocorre a avaliacdo da afinidade de ligagdo entre www.phenix-
proteina e ligante. online.org/do
wnload/
LigandScout O programa LigandScout, para descrever os modelos aplicdveis ~ Programa 23
(WOLBER,; aos farmacoforos, utiliza seis tipos de caracteristicas quimicas  pago, (com
LANGER, 2005) e restricdes de volume, o que segundo seus autores é seletivo o Versao
suficiente na identificacdo do modo de ligacdo e € util quando  gratuita para
aplicado a grandes bases de dados. Em (KAINRAD; teste)
HUNOLD; SEIDEL; LANGER, 2019) é proposto o disponivel em
LigandScout Remote, programa descrito para gerar uma http://www.in
interface amigavel para o LigandScout e que é util para teligand.com/
programacao de alto desempenho. ligandscout/
LigDockCSA No programa LigDockCSA é utilizada a técnica de recozimento  Indisponivel NH
(SHIN et al., de espago conformacional (conformational space annealing,
2011) CSA) para otimizacdo global, em que reduz-se o espaco de
busca na proteina, a fim de encontrar o sitio de ativa¢do forma
mais eficiente. A funcdo de avaliagdo empregada no
LigDockCSA combina a energia calculada pelo programa
AutoDock e a energia de tor¢do potencial linear por partes
(piecewise linear potential, PLP). Segundo (SHIN; HEO; LEE;
KO et al., 2011), o CSA pode encontrar menor energia no
sistema quando comparado aos resultados obtidos empregando
os algoritmos genéticos lamarckianos (Lamarckian Genetic
Algorithms) implementados no AutoDock.
LIGIN Nesse programa, é realizada, inicialmente, uma busca local com Indisp. NH
(SOBOLEV et al., translagbes e rotacbes no espago. Em seguida, as melhores
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1996)

poses sdo refinadas. O potencial presente nos complexos é
calculado de acordo com a complementaridade entre receptor e
ligante e as interacdes eletrostaticas favoraveis, de acordo com
a teoria de correlagéo de Fourier.

MCDOCK (LIU; Paraadescricao do programa de docking molecular MCDOCK, Caodigo-fonte NH
WANG, 1999) ¢ empregada a técnica de Monte Carlo (MC) adaptada para disponivel em
determinar o sitio da proteina a ser avaliado. Nesse programa, https://github.
ha flexibilidade no ligante e rigidez no receptor nas simulagbes com/andersx/
computacionais. Ja para o célculo da funcéo de avaliagéo, sao mcdock
somadas as energias de interacdo entre ligante e receptor e ainda
é avaliada a energia conformacional do ligante.
MEDock O programa MEDock (Maximum - Entropy based Docking)  Webservice NH
(CHANG; descreve e emprega um novo algoritmo de busca global, em que gratuito,
OYANG,; LIN, & utilizada a propriedade de méxima entropia da distribuicdo disponivel em
2005) gaussiana. Segundo seus autores, o MEDock é capaz de https://medoc
convergir para os modos de ligacdo com numero menor de k.ee.ncku.edu
avaliacbes de energia, quando comparado aos resultados tw/
obtidos ao utilizar os algoritmos genéticos lamarckianos
(Lamarckian Genetic Algorithms)
METADOCK  Programa em que é empregada uma heuristica paralelizavel, Indisp. 6
(IMBERNON et  desenvolvida especialmente para lidar com arquiteturas
al., 2017) computacionais heterogéneas. Para isso, 0 programa
METADOCK propde um agendamento cooperativo das
simulacdes, com a finalidade de otimizar o desempenho da
obtencdo da solucdo para o problema de docking molecular.
Molecular A plataforma Molecular Operating Environment (MOE)  Programa Molecular
Operating contém softwares utilizados para a descoberta de farmacos e  pago, (com ~ Operating
Environment  integra visualizagdo, modelagem e simulacBes nesse pacote. versio ngéfr?]rge
(MOE, 2003) Nessa plataforma, sdo descritas diferentes abordagens para as gratuita para  chave de
simulagdes de docking molecular, que podem ser empregadas, teste) busca: 91
por exemplo, entre proteina-proteina, proteina-ligante e disponivel em
docking com peptideos. www.chemco
mp.com/Dow
nload_Reque
st.htm
Molegro Virtual  Programa de molecular docking entre proteina e ligante, que  Programa Molegro
Docker (MVD,  associa, de forma automatica, cargas e estados de protonagdo a  pago, (com Virtual
MolDock, proteina. Ainda, de forma automatizada, o programa MolDock versao Docker:
THOMSEN,; verifica as cavidades e o0s sitios de interesse da proteina. gratuita para 57
CHRISTENSEN, Segundo seus autores, esse programa possui funcionalidades teste)
2006) como suporte para dguas deslocaveis, restri¢cbes definidas pelo disponivel em MolDock
(THOMSEN,; usuario e alinhamento molecular. https://molegr ~ : NH
CHRISTENSEN, ovirtualdocke
2006) r.weebly.com
/

128



129

MS-DOCK No programa MS-DOCK, sdo realizadas duas fases para as Indisp. NH
(SAUTON et al., simulacbes de docking molecular. Na primeira, sdo geradas
2008) multiplas conformac6es para as moléculas de interesse, fase
que é similar, segundo (SAUTON; LAGORCE;
VILLOUTREIX; MITEVA, 2008), a busca sistematica
implementada no programa DOCK 5. J& na segunda fase, é
realizado o docking molecular rigido utilizando o programa
DOCK 6.
ParaDockS O programa de docking molecular ParaDocksS utiliza receptores  Codigo-fonte NH
(MEIER etal., rigidos e foi desenvolvido para combinar algoritmos de disponivel em
2010) otimizacdo e funcbes objetivo. Nesse programa € https://github.
implementado a heuristica enxame de particulas adaptada. Os com/cbaldauf
autores avaliaram as seguintes funcdes objetivo nesse trabalho:  /paradocks
i) funcdo objetivo empirica p-Score; ii) potencial baseado no
conhecimento PMF04 adaptado. Segundo (MEIER; PIPPEL;
BRANDT; SIPPL et al., 2010), o uso do p-Score garante
avaliacGes mais acuradas e o PMF04 é aparentemente mais
adequado para avaliacdes rapidas.
ParDOCK Programa de molecular docking em que a energia de todos os  Webservice NH
(GUPTA,; atomos é calculada de acordo com o método de Monte Carlo. gratuito,
GANDHIMATHI; Segundo seus autores, trabalhos futuros que sdo necessarios disponivel em
SHARMA; para o ParDock incluem a predi¢do do sitio de ligacdo e a www.scfbio-
JAYARAM, flexibilidade de torcéo no ligante e na proteina. litd.res.in/par
2007) dock/
PatchDock No programa PatchDock, é implementado um algoritmo de Webservice e 59
(SCHNEIDMAN- docking  molecular  baseado  nos  principios  de gratuito
DUHOVNY et  complementaridade das formas. Esse programa aceita como disponivel em
al., 2005) entrada duas moléculas, que podem ser proteina, DNA, bioinfo3d.cs.t
peptideo e/ou farmaco e gera como saida o potencial do au.ac.il/Patch
complexo gerado, de acordo com a funcdo de Dock/
complementaridade das formas.
PC-RELAX O programa PC-RELAX descreve uma abordagem para Indisp. NH
(ZACHARIAS, permitir o relaxamento da conformacdo da proteina para a
2004) simulacdo de docking molecular. Esse algoritmo foi descrito
para calcular a interacdo do imunossupressor FK506 para a
proteina FKBP, uma vez que o docking rigido ndo identificou
o sitio de ligacao favoravel em experimentos.
PharmDock (HU; O programa PharmDock utiliza modelos de farmacoforos  Gratuito e NH
LILL, 2014) baseados em proteinas para descrever uma funcdo de avaliagdo  disponivel
empirica. Nesse programa, os modelos foram construidos de para
forma a reproduzir informacdes de diferentes complexos do download em
tipo proteina-ligante obtidos experimentalmente. Esses https://people
modelos baseiam-se em caracteristicas bioldgicas comuns as .pharmacy.pu
estruturas que possivelmente serdo importantes nas atividades rdue.edu/~mli
biolégicas (HU; LILL, 2014). No programa PharmDock, os Il/software/ph



combinados métodos de busca tabu, algoritmos genéticos e
funcéo de avaliacdo baseada na complementaridade de forma
para exploracdo e armazenamento de poses de interesse do
ligante. Em seguida, as poses armazenadas no passo anterior
séo otimizadas e utiliza-se uma fungdo de avaliagcdo de maior
precisdo que a empregada na etapa anterior, combinada a
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modelos de farmacdforos empregados contém informacdes de  armdock/
interages potenciais entre o ligante e a proteina alvo.
PLANTS (KORB; O programa PLANTS utiliza o algoritmo de otimizacdo de  Disponivel 14
STUTZLE; coldnia de formigas (ant colony optimization, ACO) para a para
EXNER, 2006) resolucdo do problema de docking molecular. Nesse programa,  download
a ACO ¢é empregada para encontrar a conformacdo em que ha (gratuito para
energia minima do ligante no sitio de ativacdo da proteina. fins
Nesse contexto, as formigas armazenam as conformagdes com  académicos)
baixa energia e representam pontos que sdo avaliados como em
possiveis solugdes 6timas para o problema ou pontos de http://www.tc
possivel modificacéo e posterior avaliacdo em iteracdes futuras. d.uni-
konstanz.de/p
lants_downlo
ad/
POSIT (KELLEY; No programa POSIT, (KELLEY; BROWN; WARREN; Disponivel 3
BROWN; MUCHMORE, 2015) propdem que, para aumentar a precisao para
WARREN; das simulagdes de docking molecular, sejam utilizadas  download
MUCHMORE, informacGes conhecidas sobre o ligante presente na estrutura (gratuito para
2015) inicial da proteina. A informacdo é obtida através de um fins
alinhamento do ligante de teste com o ligante obtido académicos)
experimentalmente e através da verificacdo de similaridades em
quimicas entre ambos. WWW.eyesope
n.com/oedock
ing
PRODOCK Programa utilizado para modelagem de proteinas e para realizar Indisp. NH
(TROSSET; simulacdes computacionais de docking molecular, com um
SCHERAGA, nivel arbitrario de flexibilidade para proteinas e ligantes.
1999) Segundo seus autores, nesse trabalho é utilizado um dicionéario
de residuos, cuja finalidade é a de permitir que a flexibilidade
molecular seja realizada de forma mais acurada. Para
otimizacdo da funcdo de energia, é empregado o método de
Monte Carlo, combinado a minimizacéo de energia.
ProLeads No programa ProLeads, é empregado o método de busca Tabu Indisp. NH
(WESTHEAD;  para as simulacGes de docking molecular entre ligante flexivel
CLARK; e receptor rigido. Nesse programa, para calcular a interacao
MURRAY, 1998) entre receptor e ligante, é utilizada uma funcdo de interagédo
determinada de maneira empirica, utilizando energias de
interacdo presentes nos complexos cristalogréaficos.
PSI-DOCK (PEI  Programa utilizado para simulag¢Ges de docking molecular entre Indisp. NH
et al., 2006) ligantes flexiveis e proteinas rigidas. No PSI-DOCK, sao



algoritmos genéticos, para avaliar a melhor posicao de docking
molecular.

PSO@AUTODO
CK
(NAMASIVAYA;
GUNTHER,
2007)

O programa PSO@AUTODOCK é descrito para docking
molecular em moléculas flexiveis e utiliza o programa
AutoDock 3 como base para a implementacdo. No
PSO@AUTODOCK, é empregada a otimizacao de enxame de
particulas (Particle Swarm Optimization, PSO) e, segundo seus
autores, 0 método proposto possui sucesso ao realizar o docking
molecular para moléculas altamente flexiveis, como peptideos,
e possui resultados suficientemente répidos para estudos com
descricao ligantes totalmente flexivel.

Indisp. 2

PSOVina (NG;
FONG,; SIU,
2015)

No programa PSOVina, sdo combinadas as técnicas de
Otimizacdo por Enxame de Particulas (particle swarm
optimization algorithm, PSO), com o método de busca local
empregado no programa Vina, denominado Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shannon (BFGS). Em testes realizados, os autores
identificaram uma reducdo de tempo entre 51% e 60%, quando
comparado aos apresentados pelo programa AutoDock Vina,
sem garantias sobre a qualidade da solucdo apresentada pelo
programa.

Gratuito e 5
disponivel
para
download em
https://cbbio.
o/software.ht
ml

PythDock
(CHUNG; CHO;
HAH, 2011)

O programa PythDock é construido em linguagem de
programacdo Python e utiliza as forcas eletrostaticas e de
dispersdo e de repulsdo para célculo da funcdo de avaliacéo.
Como algoritmo de busca do sitio de ativacdo da proteina, é
utilizando o algoritmo de otimizacdo de Enxame de Particulas
(particle swarm optimization algorithm, PSO).

Indisp. NH

PyGOLD
(PATEL;
BRINKJOST;
KOCH, 2017)

O programa PyGOLD é um mdédulo em linguagem de
programacdo Python que permite 0 uso automatico do
programa GOLD, descrito anteriormente, de forma automatica.
Desse modo, o programa GOLD pode ser incluido como
subrotina em triagens virtuais (virtual screening) e que permite
realizar alteracbes nas configuragbes no arquivo de
configuracdo do programa GOLD.

Gratuito e 1
disponivel
para
download em
https://pypi.or
g/project/pyg
old/

PyRx
(DALLAKYAN,
2009-2019)

O programa PyRx é software de cddigo aberto para realizagéo
da triagem computacional e uma das aplica¢fes disponiveis é 0
docking molecular. Nesse programa, ocorre a combinacdo de
diferentes programas, como o AutoDock Vina, o AutoDock
4.2, 0 Mayavi, utilizado na visualizacdo de dados, e o Open
Babel, programa voltado para a area quimica. Como programas
especificos para a realizacdo de docking molecular, séo
utilizados os programas AutoDock Vina and AutoDock 4.2 no
programa PyRx, que foram descritos previamente.

Diferentes 39
licencgas séo
estdo
disponiveis
em
https://pyrx.s
ourceforge.io/
downloads.
Versdes
gratuitas séo
de versodes
anteriores.
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Q-Dock A qualidade da solucdo de avaliagbes computacionais de  Gratuito e NH
(BRYLINSKI;  docking molecular é dependente das estruturas moleculares  disponivel
SKOLNICK, utilizadas. (BRYLINSKI; SKOLNICK, 2008) descrevem um para

2008) método para realizar simulacdes utilizando estruturas das download em

proteinas de baixa qualidade para as simulagbes http://cssb.bio
computacionais. No programa Q-Dock, sdo abordados logy.gatech.e
tratamentos para essas imprecisdes e sdao empregados ligantes du/skolnick/fi
flexiveis nessas avaliagdes. les/Q-
Dock/index.h
tml
rDock (RUIZ-  rDock é um programa de docking molecular open source que  Gratuito e 9
CARMONA et podem ser utilizado para simulagdes de interacdo entre  disponivel
al., 2014) pequenas moléculas com proteinas ou com acidos nucleicos. para
Devido a forma como foi implementado, seus autores afirmam download em
que esse programa pode ser utilizado em um namero ilimitado http://rdock.s
de CPUs, o0 que reduz o tempo de computagdo de Triagens ourceforge.ne
Virtuais de Alta Producdo (HTVS). t/download/
RosettaLigand ~ Programa disponibilizado no software Rosetta, que retorna o Disponivel 8
(MEILER; resultado de docking molecular entre proteina e pequenos para
BAKER, 2006) ligantes. O procedimento de Monte Carlo é aplicado nesse  download
algoritmo, de forma que as orienta¢des da proteina e do ligante (gratuito para
séo otimizadas de forma simultanea. A funcéo de energia utiliza fins
as interacdes de van der Waals, um modelo implicito de académicos)
solvatacdo e modelos eletrostaticos. em
https://www.r
osettacommo
ns.org/softwa
re/license-
and-
download
RosettaLigandEns Programa de docking molecular entre proteina e pequenos Indisp. 1
emble (FU; ligantes, que é uma variagdo para o programa Rosettaligand.
MEILER, 2018) Segundo (FU; MEILER, 2018), em geral, pequenas moléculas
gue possuem estruturas similares interagem na mesma pose de
um sitio de ligacdo. No programa RosettaLigandEnsemble, 0s
autores utilizam essa informacdo e o docking de conjuntos
sobrepostos com ligantes similares € realizado de maneira
simultanea. Desse modo, nesse programa é determinada uma
pose genérica bem-pontuada para esse conjunto sobreposto e,
em seguida, sdo realizadas otimizagdes nessas estruturas.
ROSIE (LYSKOV O programa ROSIE é disponibilizado pela empresa ROSETTA  Webservice e 5

etal., 2013)

para simulacbes de docking molecular entre proteina e
pequenos ligantes. Esse programa é a versdo webservice do
algoritmo RosettaLigand, descrito anteriormente.

gratuito,
disponivel em
https://rosie.g
raylab.jhu.ed
u/
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SANDOCK O programa SANDOCK foi proposto para simulacdes de Indisponivel NH
(BURKHARD; docking molecular entre proteinas e pequenos ligantes.
TAYLOR; Segundo seus autores, a orientacdo do ligante no sitio ativo é
WALKINSHAW, gerada de acordo com a complementaridade quimica e de forma
1998) entre o0 ligante e o sitio ativo da cavidade da proteina de
interesse. Para a funcdo de avaliacdo, (BURKHARD;
TAYLOR; WALKINSHAW, 1998) utilizaram a forca de van
der Walls e interacBes nas ligacGes hidrofobicas e de
hidrogénio.
SAnDReS Ferramenta computacional integrada, para verificar a preciséo ~ Gratuito e 2
(XAVIER etal., de docking molecular entre proteina e ligante e para a  disponivel
2016) construcdo de uma nova funcdo de avaliacdo, utilizando para
métodos de aprendizado de maquina, que sdo baseados nas download em
fungdes descritas nos programas PLANTS e MolDock. https://azeved
Segundo seus autores, a estratégia de molecular docking olab.net/sandr
descrita neste trabalho gerou poses com precisdo maior que as es.php
de benchmarks publicados anteriormente.
Score No programa webservice Score, pode-se escolher uma ou mais ~ Website e NH
(PEDRETTI; funcdes de avaliacdo para célculo de interacéo entre proteina e gratuito,
VISTOLI, 2004- ligante. Essas func6es sdo: i) MLP Interaction Score (MLPInS); disponivel em
2019; SCORE, ii) MLP Interaction Score (MLPInS2); iii) MLP Interaction https://nova.d
2019) Score (MLPInS3); iv) MLP Interaction Score (MLPINSF); v) isfarm.unimi.
R®R*? avaliado pelo campo de forca CHARMM 22; vi) R°R*? it/score.htm
avaliado pelo campo de forca CHARMM 36; vii) R®R'?
avaliado pelo campo de forca CVFF; viii) interacdo
eletrostatica; e ix) interacdo eletrostatica dependente de
distancia. No Score, essas avaliagcbes podem ser realizadas de
forma independente ou conjunta nesse programa.
SEED (MAJEUX O programa SEED (Solvation Energy for Exhaustive Docking) Cddigo-fonte 1
etal., 1999) é um programa de docking molecular descrito para calcular a disponivel em
interagdo entre proteinas rigidas e ligantes, de tamanho pequeno  https://gitlab.
a médio. Nesse programa, fragmentos polares do ligante sdo com/Caflisch
posicionados de forma que no minimo uma ponte de hidrogénio  Lab/SEED
com distancia Otima seja realizada com um grupo polar da
proteina. Para os fragmentos apolares, sdo identificados pontos
hidrofobicos da proteina.
SLIDE No programa SLIDE (Screening for Ligands by Induced-Fit  Gratuito e NH
(SCHNECKE;  Docking, Efficiently) é possivel realizar as simulagdes de  disponivel
KUHN, 1999; docking molecular para grandes bases de dados contendo para
SCHNECKE; componentes organicos, que serdo utilizados interagir com uma download em
KUHN, 2000) proteina-alvo. Para essas simulacfes, nesse programa, sdo https://www.
realizadas alteragdes induzidas na conformacao do ligante e da  kuhnlab.bmb.
proteina, considerando-se a complementaridade de ambos. msu.edu/soft
ware/slide/
SODOCK (CHEN No programa SODOCK ¢é empregada a otimizagdo por enxame Indisp. 4
et al., 2007) de particulas (Particle Swarm Optimization, PSO) para medir a
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interacdo entre proteina e ligante, de forma especial para
ligantes altamente flexiveis. Para isso, 0s autores utilizam um
método de busca local no SODOCK, que é combinado a funcao
de célculo de energia empregada no programa AutoDock 3.05.
Ao realizar essas alteracdes, (CHEN; LIU; HUANG; HWANG
et al., 2007) verificaram que 0 SODOCK apresentou resultados
superiores ao AutoDock 3.05 empregando algoritmos genéticos
lamarckianos (Lamarckian Genetic Algorithms), quando
analisados o desempenho de convergéncia, a robustez e a
energia obtida pelos programas, especialmente em simulacgdes
realizadas com ligantes altamente flexiveis. Em compara¢fes
realizadas por seus autores, o programa SODOCK também
apresentou bons resultados quando comparado ao programa
GOLD 1.2, DOCK 4.0 e FlexX 1.8.

Surflex (JAIN,
2003)

O Surflex foi proposto para simulaces de docking molecular
flexivel entre proteina e ligante. Esse programa emprega a
funcdo de avaliacdo descrita no programa Hammerhead,
descrito anteriormente, e utiliza um algoritmo para busca
baseado na superficie de similaridade molecular entre proteina
e ligante. De acordo com seus autores, 0 tempo de execucao
desse algoritmo é dependente de forma linear ao nimero de
ligagBes rotacionaveis.

Uma versao
pagae
otimizada do
programa
encontra-se
disponivel em
https://www.c
ertara.com/
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Surflex-Dock
(PHAM; JAIN,
2006)

O Surflex-Dock é derivado do programa Surflex, descrito
anteriormente, para simulacdes de docking molecular. No
Surflex-Dock, para as predi¢cbes computacionais, a funcéo de
avaliacdo empregada é determinada de forma empirica e sdo
geradas poses ficticias da molécula de interesse ou parte dela
de acordo com a interacdo entre pequenos ligantes e proteinas
de estrutura conhecida. No Surflex-Dock, é empregada a
funcdo de avaliacdo Hammerhead. Em uma simulagédo
apresentada por (SPITZER; JAIN, 2012) utilizando o
programa, para a geracdo da pose do ligante, foram realizadas
simulacbes considerando 85 complexos contendo proteina e
ligante, que sdo disponibilizados pelo Astex Diverse. Nesse
mesmo trabalho, para avaliagdo da ligacdo, no Surflex-Dock,
foi utilizado um conjunto de 40 proteinas-alvo disponibilizados
pelo DUD. Os autores verificaram que, como as conformacdes
dos ligantes foram descritas de acordo com a similaridade de
estruturas conhecidas, houve um desempenho robusto no
programa.

Programa
pago e
disponivel
para
download em
https://www.c
ertara.com/
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SwissDock
(GROSDIDIER,;
ZOETE;
MICHIELIN,
2011)

Programa webservice, proposto para realizar simulaces de
docking molecular entre proteina e pequenas moléculas.
Segundo seus autores, esse programa utiliza como base a engine
do programa EADock. Ainda, o SwissDock possui scripts de
configuracdo, que resolvem problemas comuns dos usuérios do
programa, e que sdo utilizados no preparo dos arquivos de
entrada da proteina e do ligante.

Webservice
gratuito,
disponivel em
http://www.s
wissdock.ch/
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programa YUCCA ¢ implementada uma heuristica de busca
local, em que ¢é verificada a energia minima presente em uma
vizinhanca local, que utiliza as conformacdes geradas pelo
programa OMEGAL1.8.1 (BOSTROM; GREENWOOD;
GOTTFRIES, 2003). Em seguida, a energia minima global do
sistema é encontrada pelo programa utilizando resultados
obtidos na etapa anterior.

VinaMPI O programa VinaMPI é indicado para simulacfes de docking Cddigo-fonte NH
(ELLINGSON;  molecular em grandes bases de dados. Para isso, nesse disponivel em
SMITH,; programa, é empregado paralelismo, pelo uso da Biblioteca de https://github.
BAUDRY, 2013) Message Passing (Message Passing Interface, MPI). Para com/mokarro
realizar as simulac6es de docking molecular de modo eficiente, m/mpi-vina
o programa AutoDock Vina é utilizado de maneira multithread
e tarefas individuais também sdo otimizadas por esse programa.
VLifeDock O programa VLifeDock é disponibilizado no pacote de  Programa NH
(VLIFEMDS, softwares da VLifeMDS, que possui ferramentas voltadas para pago, em que
2013) desenvolvimento de farmacos assistido por computador e para  versdo para
descoberta molecular e ¢é disponibilizado pela VLife Sciences teste pode ser
Technologies Pvt. Ltd. No programa VLifeDock, é possivel  obtidaem
utilizar algum dos seguintes métodos de docking molecular: www.vlifesci
docking baseado no uso de malhas (grids), algoritmos genéticos ences.com/su
ou um algoritmo proprio descrito pela VLife. pport/request
_demo.php
VoteDock No VoteDock, sdo utilizados os resultados de docking Indisp. NH
(PLEWCZYNSKI molecular obtidos nos programas Surflex, LigandFit, Glide,
etal., 2011) GOLD, FlexX, eHiTS e AutoDock, ja descritos neste trabalho.
De posse dos resultados gerados por esses programas, no
VoteDock é realizada uma combinacdo das poses e é descrita
uma unica predicdo consensual, que contém a conformacao
estrutural do ligante e da proteina.
YUCCA (CHOI, Programa para simulacbes de docking molecular entre Indisp. NH
2005) pequenos ligantes e proteinas, em que ambos séo rigidos. No

Fonte: Compilacdo dos dados realizada pela autora.

Na Figura 36, podem ser observados os trés programas (AutoDock, AutoDock Vina e
Glide) com maior nimero de citagdes, dentre os programas avaliados, na base da dados Scopus.
O AutoDock é o que possui maior numero de citacées (39,3%), seguido do programa AutoDock
Vina (31,6%) e do programa Glide (29,1%). No ano de 2006, em pesquisa realizada por
(SOUSA; FERNANDES; RAMOS, 2006), o AutoDock 4 era o programa de docking molecular
mais utilizado para essa finalidade. Vale ressaltar que nesse ano, o programa AutoDock Vina
néo era descrito na literatura, pois sua proposta ocorreu no ano de 2010 e que o programa Glide
é comercial. Os outros dois sdo programas disponibilizados de forma gratuita para realizar essas

simulagoes.
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Figura 36: Trés programas de maior citacdo na base de dados Scopus para as simula¢des de docking molecular
entre proteina e ligante.

Trabalhos utilizando os programas AutoDock 4, AutoDock Vina e Glide

Glide
291%

AutoDock
39,3%

AutoDock Vina
31,6%

Fonte: Compilacdo dos dados realizada pela autora.

Conforme pode ser verificado, foram apresentados 122 programas descritos na literatura
para simulacdes de docking molecular. A escolha do programa adequado para as simulagfes
permite a obtencdo de resultados mais precisos, com poses que caracterizem os resultados
obtidos em experimentos laboratoriais. Ainda, o conhecimento sobre esses programas €
relevante no sentido de poderem ser utilizados em areas diversas, para a resolucédo de problemas
de &reas como Biologia e Quimica.

Dentre os programas encontrados, foram apresentadas caracteristicas, 0os numeros de
citagdes na base de dados Scopus, como forma de verificar a utilizacdo desses programas em
outros trabalhos, o tipo de licenga disponibilizada e a referéncia inicial do programa na
literatura. Os programas com maior citacdo no periodo selecionado foram AutoDock,
AutoDock Vina e Glide.
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