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RESUMO

O cancer de préstata, uma das neoplasias mais prevalentes em homens, apresenta
incidéncia crescente devido ao envelhecimento populacional. Como sua progressao
estd diretamente ligada a sinalizagdo androgénica, o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos que atuem nessa via é de grande relevancia clinica. Este
estudo empregou abordagens computacionais avangadas para identificar compostos
com potencial atividade antiandrogénica, realizando uma triagem virtual em larga
escala nos bancos de dados Princeton (1,2 milhdo de compostos) e Zinc Drug (175
milhdes de compostos). A estratégia metodoldégica combinou técnicas de
superposigao molecular (ROCS), analise de potencial eletrostatico (EON), avaliagao
de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas (ADME/Tox), docking molecular e
simulacdes de dindmica molecular. Esse pipeline computacional permitiu identificar
quatro compostos altamente promissores (ZINC34176694, ZINC03876158,
ZINC04097308 e ZINC03977981) que demonstraram: Perfil farmacocinético
favoravel, boa previsdo de segurancga toxicoldgica, forte afinidade de ligagdo com o
receptor androgénico, estabilidade conformacional em simulagdes de dinamica
molecular. Esses resultados sugerem que os compostos identificados representam
candidatos potenciais para o desenvolvimento de novas terapias contra o cancer de
prostata, com mecanismo de agdo baseado na inibicdo da sinalizagdo androgénica.
Os achados justificam investigacbes experimentais posteriores para validagao da
eficacia biologica dessas moléculas.

Palavras Chaves: cancer de prostata; antiandrogeno; docking molecular, dindmica
molecular.



ABSTRACT

Prostate cancer, one of the most prevalent malignancies in men, shows increasing
incidence due to population aging. Since its progression is directly linked to androgen
signaling, the development of new therapeutic agents targeting this pathway is of
great clinical relevance. This study employed advanced computational approaches to
identify compounds with potential anti-androgenic activity, conducting large-scale
virtual screening of the Princeton (1.2 million compounds) and Zinc Drug (175 million
compounds) databases. The methodological strategy combined molecular
superposition techniques (ROCS), electrostatic potential analysis (EON),
pharmacokinetic and toxicological property assessment (ADME/Tox), molecular
docking, and molecular dynamics simulations. This computational pipeline identified
four highly promising compounds (ZINC34176694, ZINC03876158, ZINC04097308,
and ZINCO03977981) that demonstrated: Favorable pharmacokinetic profile, good
toxicological safety prediction, strong binding affinity with the androgen receptor,
conformational stability in molecular dynamics simulations. These results suggest
that the identified compounds represent potential candidates for the development of
new prostate cancer therapies, with a mechanism of action based on androgen
signaling inhibition. The findings warrant further experimental investigations to
validate the biological efficacy of these molecules.

Keywords: prostate cancer; antiandrogen; molecular docking, molecular dynamics.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura1— Processo de desenvolvimento do cancer .............ccccccunvvnenee. 19
Figura2 — Organizagao genética do gene do receptor de andrégenos
(AR) no cromossomo X e principais dominios funcionais da
proteina codificada ............ooooiiiiiii 23
Figura3 - Hormdbnios esteroides androgénicos: Testosterona e
Diidrotestosterona ..........cooo e 24
Figura4 — Estruturas moleculares de antiandrogenos, incluindo
antiandrégenos esteroides acetato de ciproterona, acetato

de medroxiprogesterona e acetato de megestrol e

antiandrégenos nao esteroides ...........cccoveevveeieiveiiicccn 26
Figura5 - Fdérmula Estrutural 2D e 3D do Acetato de Ciproterona ......... 27
Figura6 — Foérmula Estrutural 2D da 15-beta-hidroxiciproterona ............ 28

Figura7 — Algumas das aplicagdes das ferramentas da Bioinformatica. 30
Figura 8 — Esquema geral do processo de Triagem Virtual .................... 33
Figura 9 — Fluxograma geral resumindo as etapas metodologicas ......... 36
Figura 10 — Grafico ADMET da base de dados Princeton relacionando a
area de superficie polar (PSA) aos valores ALogP98
CalCUIAAOS ... 42
Figura 11 — Grafico ADMET da base de dados Zinc database
relacionando a area de superficie polar (PSA) aos valores
AL0gP98 calculados ..........cooeviiiiiiiiiiiieie e 43
Figura 12 — Validag&o do protocolo do docking molecular ........................ 51
Figura 13 — Moléculas selecionadas para a simulagdo de docking
[ pT0] =T o1 | = T U 51
Figura 14 — Moléculas acopladas no sitio ativo do AR ...
Figura 15 — Interacdo da molécula pivdO com o AR, diagrama de
INEEragoes 2D ......cooeeiieeeeeeeeee e 59
Figura 16 — Representacdo de interagbes em 2D obtido por meio de
docking molecular para ZINC34176694 .............cooovvveucennnnn. 60
Figura 17 — Representacdo de interagcbes em 2D obtido por meio de
docking molecular para ZINCO3876158 ............cccoevvvvvunnnnnnnn. 60



Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —
Figura 21 —
Figura 22 —
Figura 23 —

Representagcdo de interagdes em 2D obtido por meio de

docking molecular para ZINC04097308 ...........ccoovvvvrvirennnnnnnn. 61
Representacdo de interacbes em 2D obtido por meio de

docking molecular para ZINCO3977981 ........ooovveviiviieeieeneen. 62
Moléculas selecionadas no docking molecular....................... 62
Grafico de Biovailability Radar ..., 65
Radar de biodisponibilidade das moléculas hits .................... 66

Andlise da estabilidade conformacional dos sistemas ao

longo de 100ns de simulac&o de dindmica molecular ............ 73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 —  Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais

incidentes estimados para o triénio 2023-2025 por sexo,

exceto pele ndo melanoma ...........ooueveiiiiiiiiiiiee e 20
Tabela2 — Parametros farmacocinéticos computacionais (ADME) da
base de dados Princeton das estruturas selecionadas ............ 44
Tabela 3 — Paradmetros farmacocinéticos computacionais (ADME) da
base de dados Zinc database das estruturas selecionadas .... 45
Tabela4 —  Predigbes das propriedades toxicologicas e DLso ....................
Tabela 5 —  Afinidade de ligagéo e interagbes das moléculas promissoras
COM O AR o e 54
Tabela 6 — Previsdo de Acessibilidade Sintética através da ferramenta
web gratuita AMBIT € SWiSSADME ... 64
Tabela7 — Paradmetros farmacocinéticos importantes para uma boa
disponibilidade oral dos compostos ..........cccevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeen, 65
Tabela 8 — Pontuacado de Bioatividade dos compostos de acordo com o
software Molinspiration Cheminformatics .............ccccccceeeees 67
Tabela 9 —  Predicdo de Atividade Bioldgica ............coovvvieiiiiiiiiiiiiiinieeceee, 69
Tabela 10 — Previsdo de lipofilicidade através do servidor online
SWISSADME ..o 71
Tabela 11 — Previsao de solubilidade em agua (LogS) através do servidor
oNling SWISSADME ........ooiiiiiiiieiiee e 72

Tabela 12 — Valores de energia de afinidade (valores em kcal/mol).
AEvdW, contribuicbes das interacbes de van der Waals;
AEele, energia eletrostatica; AGGB, energia de solvatacao
polar; AGNP, energia de solvatagdo apolar; AGbind, 74
afinidade de ligagao............oovvvviveiiiiiiiiiiiee e



AR
ADMET
ADT
CaP
CPA
CRPC
DHT
MD
DM
DNA
FDA
HPB
INCA
LDB
LBVS
MM
NTD
OoMS
PCA3
PBD
PHI
PR
PSA
RMSD
SBVS

VS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Andrégeno receptor

Absor¢ao, distribuicdo, metabolismo e toxicidade
Terapia de privagdo de andrégeno
Cancer de prostata

Acetato de ciproterona

Cancer de prostata resistente a castragao
Diidrotestosterona

Docking molecular

Dinadmica molecular

Acido desoxirribonucleico

Food and Drug Administration
Hiperplasia prostatica benigna
Instituto Nacional do Cancer
Dominio de ligacao ao ligante
Ligand-Based Virtual Screening
Modelagem Molecular

Dominio de transativacdo N - Terminal
Organizacdo Mundial da Saude
Antigeno de Cancer de Prostata 3
Proteina Data Bank

indice de Saude da Prostata
Prostatectomia radical

Antigeno Prostatico Especifico

Root Mean Square Deviation
Structure-Based Virtual Screening
Testosterona

Virtual Screening



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ..ottt esne s sssssssssesesssssssssssssesssssssnens 15
2 (01 1 I 0 17
21 OBUJETIVO GERAL ...ttt 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o, 17
3 REFERENCIAL TEORICO .......coiierieeccensseenses e snsss s 18
3.1 CANCER ... et 18
3.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER ......ooovieeiceeeeeeeeeee e 19
3.3 CANCER DE PROSTATA ... 20
3.31 AR e o seu papel no desenvolvimento do CaP .........ccccccuunnnnnee. 22
3.3.2 Tratamento do CaP ... 24
3.4 TERAPIA DE PRIVACAO DE ANDROGENO .......ccccooviveriirn 25
3.41 ANtiaNdrOgenos .........occeeeiieieeeee e 25
3.4.1.2 Acetato de Ciproterona ............cooouueeeiieiiiiiiiee e 27
3.5 BIOQUIMIOINFORMATICA NO PLANEJAMENTO DE
FARMACOS ..ottt 29
3.51 Triagem Virtual ... s er s e e s s en e 31
3.5.2 Simulagao de docking molecular e dinamica molecular........... 33
4 MATERIAL E METODOS ......ocoeeiieirrecnssesrs e ssssesssssssssssssssn s 36
4.1 SELECAO DO COMPOSTO MODELO .....c.covevveeiieeeeeece e 36

4.2 PESQUISA POR CONFORMEROS EM BANCOS DE DADOS .... 36
4.3 PESQUISA POR SIMILARIDADE - SOBREPOSICAO RAPIDA

DE ESTRUTURAS QUIMICAS (ROCS).......rveoveeeeeseereeesseerees e 37
4.4 PESQUISA POR SIMILARIDADE - CALCULOS DE

SIMILARIDADE ELETROSTATICA (EON) w.ecovoeeeeeeeeeeeeeeseeen. 37
4.5 PREDICOES IN  SILICO DE  PROPRIEDADES

FARMACOCINETICAS ..o 38
4.6 PREDICOES IN SILICO DE PROPRIEDADES TOXICOLOGICAS

E DILS0 «erveeereeeeeeeeee e eeeeee e eee e s ee e eee e eeeee s eeeeee e s et eeeeee e eeees 38
4.7 DOCKING MOLECULAR .....oveeeeeeeeeeeeee e seese e eeeesneens 38
4.8 ACESSIBILIDADE SINTETICA w..ceoveeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 39

4.9 PREDICOES IN SILICO DE PROPRIEDADES MOLECULARES



4.10
4.11
412
5
5.1
5.2
5.3
54
5.5

5.6
5.7
5.8
5.8.1
6

E BIOATIVIDADE ...t 39

PREDICOES IN SILICO DE ATIVIDADE BIOLOGICA .................. 39
LIPOFILICIDADE E SOLUBILIDADE EM AGUA .........ccccoveuene.. 39
DINAMICA MOLECULAR ......oooieeeeeeee et 40
RESULTADOS E DISCUSSOES .......ccoeeurerereererieseesesnsesseesessssens 42
ANALISE DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICA ............... 42
ANALISE DAS PROPRIEDADES TOXICOLOGICAS E DLso......... 46
DOCKING MOLECULAR ...t 50
PREDICOES DE ACESSIBILIDADE SINTETICA .....cooovieeveeeenes 62
PREDICOES IN SILICO DAS PROPRIEDADES MOLECULARES

E BIOATIVIDADE ...ttt 64
PREDICOES IN SILICO DE ATIVIDADE BIOLOGICA .................. 68
LIPOFILICIDADE E SOLUBILIDADE EM AGUA ........cccccoveuenn.. 69
SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR .......cooveeeeireenn. 72
Energia livre de ligagao MM/GBSA ..........o e 73
CONSIDERAGOES FINAIS........cccoereeereeereenseeessessesssesssssssssseas 76

REFERENCIAS ...ttt e cceeaeseesesasassssssssssesesssessss st sasssssssasasssssesnes 77



1 INTRODUGAO

O cancer € uma doenga complexa que € caracterizado por um crescimento
desordenado e descontrolado de células anormais.

Esse crescimento ocorre devido uma alteracdo no DNA da célula, ou seja,
uma mutagao. O surgimento do cancer pode ser causado por uma combinagédo de
fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida.

Fatores genéticos incluem a heranga de mutagdes genéticas que aumentam
o risco de desenvolvimento de cancer, enquanto fatores ambientais incluem
exposi¢ao a substancias cancerigenas, tais como a radiagéo, tabaco e determinados
tipos de virus. Estilo de vida, incluindo dieta e atividade fisica, também pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento do cancer.

Existem diferentes tipos de canceres, entretanto, todos tem em comum o
crescimento incontrolavel das células. A multiplicacdo dessas células vai promover a
invasdo de tecidos e o6rgaos, levando ao surgimento de tumores, que poderao se
disseminar por todo o corpo humano.

O céancer ja se tornou um enorme problema de saude publica no mundo, o
que ocasiona uma imensa carga emocional e financeira em individuos, familias e
sistemas de saude.

Entre os diversos tipos de céanceres que acometem a humanidade, em
particular os homens, destaque-se o céancer de prostata (CaP). Este tipo de
neoplasia € o segundo mais comum em homens no Brasil.

O CaP é uma doenga onde células anormais se desenvolvem na préstata,
uma glandula do sistema reprodutor masculino. A prostata se localiza atras da base
do pénis, na frente do reto e abaixo da bexiga e apresenta um tamanho aproximado
de uma noz, que vai variando de acordo com a idade mais avancada. Ela é
responsavel pela produgao do fluido seminal, que é o liquido do sémen que protege,
sustenta e ajuda a transportar os espermatozoides.

As causas exatas do cancer de prostata nao sao conhecidas, mas existem
fatores de risco conhecidos, incluindo idade avancada, historico familiar de cancer
de proéstata, raga (¢ mais comum em homens negros) e dieta rica em gordura
animal. Tanto o CaP como os demais tipos, podem se desenvolver de forma lenta,

levando anos, até o desenvolvimento de um tumor visivel.
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O tratamento do CaP varia dependendo da gravidade da doenga, mas pode
incluir cirurgia, radioterapia, terapia hormonal ou terapia de braquiterapia. A escolha
do tratamento depende do estadiamento da doenga, da saude geral do paciente e
de outros fatores.

Uma das formas de tratamento do CaP é o uso de bloqueadores de
receptores de andrégenos, que tem por objetivo reduzir os niveis dos hormdnios
masculinos (testosterona e diidrotestoterona) e assim, diminuir o desenvolvimento
do tumor, pois sdo esses horménios que alimentam as células do CaP. Porém, a
resisténcia aos medicamentos disponiveis no mercado pelas células tumorais € um
fato recorrente, o que interfere diretamente na agdo do farmaco. Dai, a necessidade
de se buscar constantemente novos compostos candidatos a farmacos que sejam
eficazes e superem os problemas apresentados pelas opg¢des de tratamento
atualmente disponiveis.

E uma ferramenta que cada vez mais vem auxiliando na busca e
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos é a bioinformatica, que utiliza
diversas técnicas computacionais modernas, através da busca em grandes bases de
dados, fazendo uma triagem virtual a partir de um composto base (comercial),
comparando as suas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas in silico.

A triagem virtual de potenciais inibidores para o tratamento do céncer de
prostata envolve o uso de modelos computacionais para avaliar a atividade de
compostos quimicos como possiveis candidatos a farmacos para o tratamento da
doencga. Esta abordagem é baseada na tecnologia de simulagdo molecular e permite
avaliar rapidamente grandes volumes de dados, o que torna possivel identificar
moléculas que tenham a capacidade de inibir as enzimas ou proteinas implicadas no
desenvolvimento e progressao do cancer de prostata.

A bioinformatica € uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento de novos
medicamentos, pois permite a analise e interpretacdo de grandes quantidades de
dados biolégicos de uma forma mais rapida e eficiente, o que pode levar a avangos

significativos no tratamento de doencas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar inibidores com potencial atividade anticancer de prostata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar a pose cristalografica do composto pivé — Acetato de Ciproterona;

b) Realizar busca de compostos bioativos por meio da triagem virtual (Screening
Virtual);

c) Determinar as propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas dos compostos
selecionados;

d) Executar a simulagao de docking molecular para os compostos selecionados no
item (c);

e) Predizer a atividade biolégica dos compostos selecionados;

f) Determinar a lipofilicidade e solubilidade dos compostos selecionados no item (e);

g) Executar simulagao de dindmica molecular para os compostos lideres;

h) Selecionar os compostos lideres mais promissores como agentes anticancer de

prostata.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), cancer € um termo
genérico utilizado para representar um grande grupo de doengas que pode afetar
qualquer parte do corpo. Outros termos também sdo empregados como tumores
malignos e neoplasias (WHO, 2020).

O céancer é um processo evolutivo caracterizado pela interagdo dinamica de
subpopulagdes celulares, cada uma impulsionada por progressivas alteragcoes
genéticas e epigenéticas progressivas (ILLANGO et al.,, 2020). Ao longo desse
processo, as células cancerigenas podem adquirir heterogeneidade fenotipica que
aumenta a aptiddo, permitindo que elas cresgam de forma mais agressiva, invadam
os tecidos vizinhos, evitem o sistema imunoldgico e os desafios terapéuticos, e
metastatizem para locais distantes (GATENBY; BROWN, 2020).

As células nos tecidos cancerigenos se dividem em taxas anormalmente
altas e essas células podem se espalhar para outras partes do corpo através dos
sistemas sanguineo e linfatico, em um processo chamado metastase (FARES et al.,
2020), que é a causa de 90% das mortes relacionadas ao cancer (GUNDEM et al.,
2015).

A cada momento, milhdes de células estdo se dividindo e morrendo em
nossos corpos. No entanto, as taxas de morte e divisdo celular geralmente estdo sob
o controle rigido de certas proteinas. O cancer geralmente é causado por mutagdes,
que sao erros no DNA. Fatores ambientais, como os produtos quimicos do tabaco
ou os raios ultravioletas do sol, podem contribuir para essas mutagdées (FARES et
al., 2020; BRAY et al., 2018). O DNA carrega informag¢des sobre como produzir
todas as proteinas de uma célula; assim, mutacbes no DNA podem resultar em
proteinas anormais. Se as proteinas que regulam o crescimento celular sofrem
mutacgdes, suas versdes incorretas podem resultar em crescimento celular anormal e
levar ao cancer (KARKI, ORMAN, 2020).

Existem mais de 200 tipos diferentes de cancer, e cada tipo € causado por
uma mutacgao diferente. Além disso, como as células cancerigenas se dividem tao
rapidamente, elas sao propensas a ainda mais mutagdes. Portanto, projetar uma

Unica cura para todos os tipos de cancer € dificil. A maioria das terapias comuns
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para o cancer tem como alvo células de crescimento/divisdo rapidas, porque a
divisdo celular rapida é uma das principais caracteristicas das células cancerigenas
(KARKI, ORMAN, 2020).

FIGURA 1 - Processo de desenvolvimento do cancer
Alteragao
Genética
® ) ‘ ) a ]

Célula Ceélula
Normal Cancerosa

Multiplicagdo - -'- - - --
Celular

Células Cancerigenas
Malignas

Fonte: O autor (2024)

3.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer € um conjunto de doengas de origem celular, responsaveis por
uma das maiores causas de morte no mundo (AMARAL et al, 2019), o que o torna
um grande problema mundial de saude publica (SIEGEL et al, 2023). Estima-se que,
em 2023, havera aproximadamente 1,9 milhdo de novos casos de cancer e cerca de
610.000 mortes por cancer apenas nos Estados Unidos. Em 2015, cerca de 80,2
bilhdes de dolares americanos foram gastos em despesas médicas relacionadas ao
cancer (SIEGEL et al, 2023). Ainda assim, ndo ha uma unica cura conhecida para o
cancer.

De acordo com o GLOBOCAN 2020, o numero de novos casos de cancer
diagnosticados em 2020 foi de 19,3 milhdes, e quase 10,0 milhdes morreram devido

ao cancer. Segundo projecdo da OMS em colaboracdo com a sua Agéncia
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Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), s&o esperados 27,5 milhdes de
novos casos de céncer em todo o mundo a cada ano até 2040. Esse dado
representa um aumento de 61,7% em relacédo a 2018 e espera-se que seja maior
nos homens (aumento de 67,6%) do que nas mulheres (aumento de 55,3%) (SUNG
et al., 2021).

O cancer figura como uma das principais causas de morte e, como
consequéncia, uma das principais barreiras para o aumento da expectativa de vida.
Na maioria dos paises, corresponde a primeira ou a segunda causa de morte
prematura, antes dos 70 anos (SUNG et al., 2021).

Para o Brasil, as estimativas feitas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA),
sdo esperados 704 mil novos casos de cancer no Brasil para cada ano do triénio
2023-2025. A Tabela 1 mostra a estimativa da distribuicdo dos dez tipos de cancer
mais incidentes na populacéo brasileira feita pelo INCA para o triénio 2023-2025
(INCA, 2022).

TABELA 1 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para o triénio 2023-2025 por sexo, exceto pele ndo melanoma’.

Homens Mulheres
Localizag&o Primaria Casos % Localizag&o Primaria Casos %
Préstata 71.730 30,0 Mama feminina 73.610 30,1
Colon e reto 21.970 9,2 Colon e reto 23.660 9,7
Traqueia, brénquio e pulméao 18.020 7,5 Colo do utero 17.010 7,0
Estébmago 13.340 5,6 Traqueia, bréonquio e pulmao 14.540 6,0
Cavidade oral 10.900 4,6 Glandula tireoide 14.160 5,8
Esoéfago 8.200 3,4 Estdmago 8.140 3,3
Bexiga 7.870 3,3 Corpo do utero 7.840 3,2
Laringe 6.570 2,7 Ovario 7.310 3,0
Linfoma de Hodgkin 6.420 2,7 Pancreas 5.690 23
Figado 6.390 2,7 Linfoma n&o Hodgkin 5.620 2,3

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
Fonte: INCA, 2022 (Adaptada pelo autor)

3.3 CANCER DE PROSTATA

O cancer de préstata (CaP) € a neoplasia maligna ndo cutanea mais comum
em homens no mundo (URABE et al., 2021). A incidéncia do CaP ocupa o segundo
lugar entre os homens e representa uma das principais causas de morte por cancer,

com 288.300 novos casos estimados e 34.700 mortes estimadas somente nos
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Estados Unidos em 2023 (GONGOLA, et al., 2023). As taxas de morbidade e
mortalidade tém aumentado nos ultimos anos (BRAY et al., 2021; SIEGEL, et al.,
2023). Como uma doenga heterogénea, a ocorréncia de CaP pode ser afetada por
multiplos fatores, como genes, contexto celular e fatores ambientais (HAFFNER, et
al., 2020; SUMIYOSHY, et al., 2021).

A cada ano milhées de homens s&o afetados pelo CaP. Em regides de alta
renda, a doenga esta entre as malignidades soélidas mais comuns (BRAY et al, 2021;
SIEGEL, et al, 2023). A trajetéria da doenca de um individuo com CaP pode ser
antecipada com base no perfil histopatolégico, anatdmico e molecular do tumor e no
estado de saude do paciente (REBELLO et al., 2021).

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, acabou por
conduzir um crescente numero de casos de doengas associadas a terceira idade. A
alta na incidéncia de enfermidades como o CaP, possuem uma grande relevancia no
contexto atual e principalmente futuro. Representa hoje, ndo sé um importante
problema de saude publica, mas também, um agravo de especial repercussao
socioecondmica a populagao (DINI; KOFF, 2006; BASAK, et al., 2022).

Apesar do CaP ser um céancer muito comum, a sua etiologia ainda
permanece pouco conhecida (STEWART; WILD, 2014), alguns fatores tém mostrado
associagdo com aumento de risco do surgimento da neoplasia, sendo que a idade
avancgada, etnia e predisposi¢ao familiar, sdo os fatores mais bem documentados na
literatura (GOMES et al., 2008; MOTTET et al., 2017; MUCCI et al., 2016).

O desenvolvimento do CaP pode ser assintomatico no estagio inicial e
muitas vezes tem um curso indolente e pode requerer tratamento minimo ou mesmo
nenhum. No entanto, a queixa mais frequente é a dificuldade para urinar, aumento
da frequéncia e nocturia, todos sintomas que também podem surgir da hipertrofia
prostatica (RAWLA, 2019). Isto se justificaria pelo fato de que a doenga costuma
causar sintomas apenas quando se encontra em estagios mais avangados, com
acometimento regional importante ou disseminagdo metastatica (GONCALVES;
PADOVANI; POPIM, 2008).

Analisando-se os aspectos epidemioldgicos da doenga, pode-se notar que o
CaP costuma apresentar um bom prognéstico quando comparado a outras
neoplasias malignas. Sua mortalidade tem se mantido relativamente baixa ao longo
dos anos, sendo que a sobrevida média em 5 anos gira em torno de 58%, no
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mundo. Em paises desenvolvidos ela € de 64%, caindo, porém, para 41% nos
paises em desenvolvimento (GOMES et al., 2008).

A determinagdo da sobrevida em pacientes com CaP depende de varios
fatores, entretanto, extenséo do local do tumor tem se destacado entre eles. Aqueles
tumores que se apresentam confinados a prostata no momento do diagnéstico se
associam a uma sobrevida de 100% em 5 anos, comparado com 31.9% daqueles
com doenga metastatica. Portanto um programa acurado de rastreio que consiga
identificar a doenga em seus estadios iniciais conseguiria diminuir a mortalidade pela
doenca (HOFFMAN et al., 2014).

3.3.1 Receptor de andrégeno e o seu papel no desenvolvimento do CaP

O receptor androgénico humano (AR) € uma proteina de 110 kDa composta
por aproximadamente 919 aminoacidos que é codificado pelo gene AR (RA). O RA
tem mais de 90 kb de comprimento, € composto por oito éxons e esta localizado no
cromossomo X em Xq11-12 (Figura 2) (TAPLIN, 2007; TAN, et al., 2015). A proteina
AR contém varios dominios funcionais que incluem o dominio de transativacido N-
terminal (NTD) que é critico para envolver o complexo de transcricdo celular, o
dominio de ligacdo ao DNA (DBD) que direciona a ligacdo da proteina AR a
sequéncias de DNA especificas, a dobradica regidao que codifica o sinal de
translocagado nuclear e o dominio de ligacdo ao ligante (LBD) que se liga aos
ligantes androgénicos. O NTD é codificado no éxon 1, o DBD é codificado nos éxons
2 e 3, a regiao de dobradica € codificada no éxon 4 e o LBD é codificado nos éxons
5-8 (LEUNG; SADAR, 2017; FENG; HE, 2019; KIM, et al., 2021)

O AR desempenha um papel critico no desenvolvimento normal e na fungao
da prostata (AZEEM, et al., 2017). Ele é um fator de transcrigdo dependente de
ligante que faz parte da familia de receptores nucleares (TAN, et al.,2015). Onde o
seu papel principal € responder aos hormdnios esteroides androgénicos, como a
testosterona (T) e a diidrotestosterona (DHT) (Figura 3) (CRONA et al., 2016; KIM et
al., 2021). Na auséncia de um desses ligantes androgénicos, o AR é sequestrado no
citoplasma ligado a proteinas chaperonas (por exemplo, HSP90) onde fica inativo,
mas em uma conformagdo que possui alta afinidade para ligacdo do ligante
(EFTEKHARZADEH et al., 2019). Apés a ligagao do androgeno ao LBD do AR, o

receptor se dissocia do complexo chaperone e, em seguida, se transloca para o
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nucleo, onde se dimeriza com um segundo AR e se liga aos elementos de resposta
androgénica em cis-regides reguladoras para regular a transcricdo de genes alvo
dependentes de andrégenos (por exemplo, KLK3, que codifica o antigeno especifico
da prostata [PSA]) (JENTZMIK et al., 2015; FUJITA; NONOMURA, 2019). A
regulagéo transcricional desses genes-alvo, por meio de sinalizagdo AR persistente,
contribui para a proliferagdo e sobrevivéncia do CaP (JENTZMIK et al., 2015;
CRONA et al., 2016).

Os andrégenos exercem suas fungdes ligando-se a um AR. Eles regulam o
desenvolvimento e o crescimento da prostata durante a embriogénese e, na
adolescéncia e posteriormente, sdo responsaveis pela homeostase da glandula
adulta (BUSKIN, et al., 2021). Eles podem ativar muitas vias de sinalizagdo que sao
importantes para a progressao do cancer de préstata resistente a castragao (CRPC)
(KIM, et al., 2021). Evidéncias cumulativas sugerem que a sinalizagado do receptor
de androgénio esta envolvida na carcinogénese, progressado e recorréncia do CaP
(CHEN et al., 2022).

FIGURA 2 - Organizac&o genética do gene do receptor de andrégenos (AR) no
cromossomo X e principais dominios funcionais da proteina codificada.
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Fonte: Adaptado de Rajender e colaboradores (2007).
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FIGURA 3 — Hormonios esteroides androgénicos: Testosterona (A) e
Diidrotestosterona (B).

Fonte: O autor (2024)

3.3.2 Tratamento do CaP

O tratamento de CaP depende se a doenca se apresenta localizada na
prostata ou se ja se encontra metastatica, da presenca de comorbidades, da
progresséo da doenca (HEIDENREICH et al., 2011). Quase todos os pacientes sem
metastase passam por tratamento radical, como prostatectomia radical (PR) ou
radioterapia (RT) (D’AMICO, 1998; BERGLUND, 2006), e esses tratamentos
mudaram significativamente recentemente. Em particular, a cirurgia passou por uma
grande transformacédo de cirurgia aberta para cirurgia endoscopica. A PR foi
realizada por PR aberta (ORP) até o final da década de 1990, mas agora € obtida
por meio de cirurgia minimamente invasiva, como PR laparoscopica (LRP) e PR
assistida por robd (RARP) (KESCH et al., 2021; HASHINE et al., 2023).

No caso da RT ela pode ser externa (no caso de pacientes com
contraindicacdo a cirurgia) ou intersticial (no caso de pacientes com bom
progndstico), denominada braquiterapia, em que se realiza o implante de sementes
radioativas (SADAR, 2012; CHEN; ZHAO, 2013).

A terapia de privagcdo androgénica e a quimioterapia sdo as formas de
tratamentos geralmente reservadas para a doenga avangada ou recorréncia
bioquimica, como cancer de prostata resistente a castragdo (CRPC), mas nao sao
consideradas curativas porque as células CaP eventualmente desenvolvem
resisténcia a medicamentos. O Ultimo é obtido por meio de varios mecanismos
celulares que, em Uultima instancia, contornam o modo de ag¢do do farmaco
(BAHMAD et al., 2022).
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3.4 TERAPIA DE PRIVACAO DE ANDROGENO

A terapia hormonal pioneira para o cancer de prostata € a bem conhecida
terapia de privagdo de androgenos (ADT) originalmente relatada por Huggins e
Hodges em 1941 (RAJARAM et al., 2020). A ADT abrange qualquer tratamento que
resulte na supressao da atividade androgénica. Isso pode ser alcangado diminuindo
a producgao de androgenos testiculares e/ou extragonadais com castragcdo médica ou
cirargica (isto €, redugéo do ligante AR) ou usando antiandrégenos para bloquear a
sinalizagdo de AR (desativacdo de AR). A combinagdo de ambas as abordagens é
referida como bloqueio androgénico completo (GROSSMMAN et al., 2013).

A ADT envolve a inibicdo bioquimica dos horménios sexuais masculinos,
bloqueando a produgédo de andrégenos nos testiculos por meio do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal (HPG) com agonistas do hormdnio liberador do horménio
luteinizante (LHRH) (por exemplo, leuprolida) ou antagonistas (por exemplo,
degarrelix) (GROSSMMAN et al., 2013; TORTORELLA et al., 2023).

A terapia sistémica baseada na privagdo de andrégenos € a estratégia de
tratamento primario padrao em pacientes com cancer de préstata avangado. Apesar
da terapia adequada, a doenga eventualmente progride para cancer de proéstata
resistente a castracdo (CRPC) (MORI et al., 2020).

A terapia de privagdo androgénica (ADT) € usada com sucesso em
pacientes com cancer de prostata avangado, mas ha muitas preocupacdes sobre
seus efeitos colaterais sistémicos, especialmente devido a idade avancada e
comorbidades frequentes na maioria dos pacientes. Em pacientes tratados com ADT
ocorrem alteragcbes metabdlicas envolvendo o controle glicémico e o metabolismo
lipidico, aumento do risco trombético, aumento do risco de infarto do miocardio,
arritmia grave e morte subita cardiaca (GHEORGHE et al., 2021).

3.4.1 Antiandrégenos

As células da prostata sdo normalmente dependentes dos androgenos
testosterona e di-hidrotestosterona para estimular a fungéo, crescimento e divisao.
Os antiandrégenos competem com esses androgénios pelos locais de ligagdo nos
receptores androgénicos no nucleo da célula prostatica, promovendo assim a

apoptose (morte celular regulada) e inibindo o crescimento do cancer de préstata
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(ANDERSON, 2003; TAN et al., 2014; ANGUS et al., 2020). Assim, uma vez que o
paciente € submetido a supress&o de androgénio, observa-se uma regresséo no
cancer de prostata (GRONBERG, 2003).

Os antiandrégenos séo divididos estruturalmente em esteroides e nao
esteroides (Figura 4). Os efeitos bioldégicos dos agentes esteroides versus né&o
esteroides sao diferenciados por diferencas em seus efeitos nos niveis séricos de
testosterona e por sua atividade em outros receptores além do receptor de
andrégeno (SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013).

FIGURA 4 - Estruturas moleculares de antiandrégenos, incluindo antiandrogenos
esteroides: acetato de ciproterona, acetato de medroxiprogesterona e acetato de
megestrol e antiandrogenos nao esteroides.
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Fonte: Adaptado de CRAWFORD et al., 2018.
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3.4.1.2 Acetado de Ciproterona

O Acetato de ciproterona (CPA) (Figura 5), foi o primeiro antiandrégeno que
foi usado para o tratamento do cancer de prostata avangado (GUO et al., 2017). Ele
€ um esteroide sintético, que possui forte atividade antiandrogénica e fraca atividade
progestacional. A fraca atividade progestacional do CPA produz uma agao
antigonadotréfica no eixo hipotalamo-hipoéfise-gonadal (HPG) (VOOGT, 1992; CHEN
et al., 2017).

O CPA ¢é principalmente um inibidor da interagdo entre androgénio e
receptores de androgenos. E € devido a sua capacidade de bloquear o receptor de
androgeno (AR) e assim reduzir os niveis séricos de testosterona que ele foi
inicialmente utilizado para o tratamento do CaP avancado (KAYIGIL; ATAHAN;
METIN, 1997; GUO et al., 2017).

FIGURA 5 — Férmula Estrutural 2D (A) e 3D (B) do Acetato de Ciproterona (CPA).

Fonte: O autor (2024).

Estudos demonstraram a eficacia da monoterapia com CPA em pacientes
com cancer de prostata e, para aqueles nos quais a orquiectomia ndo € uma opgao
aceitavel, o CPA pode ser uma alternativa util (KAYIGIL; ATAHAN; METIN, 1997;
GILLAT, 2006) e continua a ser uma droga de interesse para oncologistas que
tratam cancer de prostata (CHEN et al., 2017). A eficacia de supressdo de
testosterona do CPA é bem estabelecida em muitos estudos, especialmente quando
usado em altas doses (50mg/dia) (BURINKUL et al., 2021). Por ser um antagonista
androgénico, o CPA pode ser usado para o tratamento de diversos problemas que

sao dependentes de androgénios, como crescimento excessivo de pelos, puberdade
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precoce, acne, pilula anticoncepcional, processo de transicdo sexual, além do
cancer de préstata (SHAH et al., 2021).

Nas células prostaticas, o CPA inibe a ligacdo da di-hidrotestosterona aos
receptores androgénicos, reduzindo assim os niveis efetivos de testosterona
plasmatica (IBRAHIM; TEMERK, 2020).

O CPA é lentamente absorvido pelo trato gastrointestinal com pico de
concentragédo plasmatica alcangada em trés a quatro horas, cuja taxa de ligacao as
proteinas plasmaticas é de 96% e meia-vida de aproximadamente trinta e oito horas.
Ele é metabolizado pelo figado, e a excregdo ocorre pela urina, cerca de 35%.
Aproximadamente 90% de uma dose oral foram detectados nas fezes em oito dias.
Residuos de metabdlitos sofrem excregao biliar, cujo principal metabdlito € o 15
beta-hidroxiciproterona (Figura 6) que possui atividade antiandrogénica (BORGES et
al., 2009).

FIGURA 6 — Férmula Estrutural 2D da 15-beta-hidroxiciproterona

Fonte: O autor (2024).

As pesquisas demonstram, que o uso do CPA pode induzir complicagdes
cardiovasculares graves em aproximadamente 10% dos pacientes com outros
efeitos colaterais, como ginecomastia, perda da libido, disfuncao erétil e sintomas do
sistema nervoso central, como dor de cabega e fadiga, que limitam o uso no
tratamento de homens com CaP (VOOGT, 1992; PIOTROWSKI; GREENBERG,
2016). A pesquisa objetiva identificar e selecionar potenciais candidatos com menos
efeitos colaterais que o CPA.

O CPA é comercializado de forma isolada sob a marca Androcur ou
combinado (etinilestradiol) sob as marcas Diane ou Diane-35, entre outros.
Atualmente € amplamente utilizado na maioria dos paises, representando o primeiro
antiandrogénio especifico de interesse clinico (ANASTASSAKIS, 2022).
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3.5 BIOQUIMIOINFORMATICA APLICADA NO PLANEJAMENTO DE
FARMACOS

O desenvolvimento de medicamentos € um procedimento demorado, caro e
extremamente arriscado. Até 90% dos conceitos de medicamentos s&o descartados
devido a desafios como seguranca, eficacia e toxicidade, resultando em perdas
significativas para o investidor (RANI et al., 2023).

O design tradicional de medicamentos requer uma grande quantidade de
tempo de pesquisa e custos de desenvolvimento. Abordagens computacionais em
crescimento, como biologia computacional, design de medicamentos auxiliado por
computador e inteligéncia artificial, ttm o potencial de acelerar a eficiéncia da
descoberta de medicamentos, reduzindo o tempo e o custo financeiro. Nos ultimos
anos, técnicas computacionais tém sido amplamente usadas para melhorar a
eficacia da descoberta de novos medicamentos, o que resultou na aprovagao de
novos medicamentos para comercializagao (WALTERS; WANG, 2020; ZHANG et
al., 2022).

A descoberta moderna de medicamentos € caracterizada pela produgao de
grandes quantidades de compostos e pela necessidade de examinar essas enormes
bibliotecas em curtos periodos de tempo. A exigéncia de armazenar, gerenciar e
analisar esses recursos em rapido crescimento deu origem ao campo conhecido
como design de medicamentos auxiliado por computador (CADD). O CADD
representa métodos e recursos computacionais que sdo usados para facilitar o
desenho e a descoberta de novas solugdes terapéuticas (SONG; LIM; TONG, 2009;
ZHANG et al., 2022).

Diante de todo esse contexto tecnolégico, a Bioinformatica pode ser definida
como a pesquisa sobre o conteudo de informacdo em sistemas e processos
biolégicos por meio de computadores, também conhecida como “pesquisa biolégica
in silico”. Uma definicdo mais descritiva poderia ser chamada de desenvolvimento e
uso de algoritmos e métodos de computador como um meio para estudar sistemas
biolégicos, bioquimicos e farmacoldgicos (THIBAUT, 2009; DINIZ; CANDURI, 2017).

As aplicagbes dos conhecimentos de bioinformatica — Figura 7 — sao
indispensaveis para permitir previsbes de potenciais moléculas que poderao auxiliar
no mecanismo de agao, tratamento e prevencado de doencgas infecciosas. O uso de

ferramentas e técnicas de bioinformatica para analisar dados bioldgicos gerados a
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partir de gendmica, transcriptémica, protedmica e dmica estrutural estd ganhando
um tremendo impulso e fornecendo solugdes para problemas bioldgicos urgentes
(CHUKWUDOZIE et al., 2021).

FIGURA 7 — Algumas das aplicagbes das ferramentas da Bioinformatica.
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Fonte: Adaptado de DINIZ & CANDURI 2017.

Nos campos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, técnicas
de aprendizado de maquina tém sido usadas para o desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos. Os métodos para projetar alvos de drogas e novas
descobertas de drogas agora combinam rotineiramente aprendizado de maquina e
algoritmos de aprendizado profundo para aumentar a eficiéncia, eficacia e qualidade
dos resultados desenvolvidos. A geragao e incorporagao de grandes dados (big
data), por meio de tecnologias como triagem de alto rendimento e analise
computacional de alto rendimento de bancos de dados usados para descoberta de
leads e alvos, aumentou a confiabilidade das técnicas incorporadas de aprendizado
de maquina e aprendizado profundo (PATEL et al., 2020).

A avaliagao da bioinformatica pode ajudar a descrever os efeitos adversos e
prever a resisténcia aos medicamentos, bem como a sele¢do mais rapida do alvo do
medicamento e o teste e refinamento do candidato (MISHRA, 2021). Em geral, a

bioinformatica pode ajudar a revelar os genes-chave de uma grande quantidade de
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dados gendmicos e, assim, fornecer possiveis proteinas-alvo para triagem e design
de drogas (LIN; LI; LIN, 2020).

As ferramentas computacionais sdo cada vez mais usadas como uma
maneira econdmica de selecionar, modelar, analisar e otimizar potenciais candidatos
a farmacos (SONG; LIM; TONG, 2009; XIA, 2017; ZHANG et al., 2022).

3.5.1 Triagem Virtual

A descoberta de moléculas bioativas € um processo caro e demorado e
novas estratégias sao continuamente buscadas a fim de otimizar esse processo. A
triagem virtual (VS-Virtual Screening) € uma das estratégias recentes que tem sido
explorada para a identificagdo de moléculas bioativas candidatas (DA SILVA
ROCHA et al., 2019).

A busca virtual consiste em pré-selecionar os compostos com o auxilio do
computador a partir de bancos de dados virtuais com muitas moléculas. Desta
forma, apenas os compostos pré-selecionados sao submetidos aos testes de
atividade in vitro. Como vantagens desta estratégia tém-se que os compostos
estudados nao precisam, necessariamente, existir fisicamente e que neste “teste
virtual”, in silico, ndo ha consumo de material (PICCIRILO; AMARAL, 2018).

Nos ultimos 20 anos, a triagem virtual se tornou um componente-chave da
descoberta de medicamentos industriais e académicos. Embora a literatura
contenha varios exemplos da aplicagcédo de triagem virtual bem-sucedidas, o campo
continua a evoluir e a lidar com novos desafios (WALTERS; WANG, 2020).

Estudos de triagem virtual vem sendo explorados para determinar
candidatos potenciais para o tratamento de varias doencas, pois utilizam-se de
compostos ja conhecidos como ponto de partida, dessa forma sendo um método
rapido e relativamente preciso (RODRIGUES et al., 2012). Para esse processo €&
indispensavel o uso de diferentes bases de dados que funcionam como uma
biblioteca de compostos, os quais passam por busca através de critérios especificos
como sobreposicdo de estruturas quimica e/ou similaridade eletrostatica
(LEELANANDA,; LINDERT, 2016; LIN; LI; LIN, 2020).

O numero de novas técnicas e softwares que podem ser aplicados nesta
estratégia tem crescido consideravelmente nos ultimos anos, portanto, antes de sua

utilizacao, € necessario entender os fundamentos e as limitagbes de cada uma para
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aproveita-las ao maximo. Também €& necessario avaliar as reais contribuicdes dessa
estratégia para que avangos mais significativos possam ser feitos no futuro (DA
SILVA ROCHA et al., 2019).

Os compostos que apresentam caracteristicas topoldgicas e fisico-quimicas
desejaveis, e que foram selecionados por todos os filtros da VS s&o denominados
“hits ou leads compounds” (Figura 8) e precisam ser testados experimentalmente
buscando confirmar sua atividade biolégica demonstrada pelas técnicas
computacionais LEELANANDA; LINDERT, 2016; GIMENO et al., 2019).

A medida que o numero de novos alvos de drogas aumenta
exponencialmente, métodos computacionais sdo cada vez mais usados para
acelerar o processo de descoberta de novos farmacos. Isso gerou um aumento do
uso de design de medicamentos assistido por computador e técnicas de
bioinformatica quimica, como docking de alto rendimento, pesquisa de homologia e
pesquisa de farmacoforos em bancos de dados para tecnologia de triagem virtual. A
VS é uma parte importante dos métodos de planejamento de medicamentos
auxiliados por computador. Pode ser a maneira mais barata de identificar potenciais
compostos lideres, e muitos casos de sucesso provaram ser bem-sucedidos usando
essa tecnologia (LIN; LI; LIN, 2020).

As estratégias de VS tém como base a estrutura de ligantes bioativos (LBVS
- ligand-based virtual screening; em portugués, triagem virtual baseada na estrutura
do ligante) ou, a estrutura do receptor biolégico (SBVS - structure-based virtual
screening; em portugués, triagem virtual baseada na estrutura do receptor) (GUIDO;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2012). Nestes casos, centenas de milhares de moléculas
podem ser avaliadas com base tanto na similaridade de ligantes conhecidos (LBVS),
quanto no acoplamento a sitios de ligagdo especificos de proteinas alvo (SBVS).
Este ultimo processo, conhecido como docagem molecular (docking molecular ou
ancoragem), vendo sendo amplamente empregado para o desenvolvimento de
novos farmacos, ocorrendo através de simulacdo de bioinformatica entre potenciais
candidatos a farmacos (os ligantes) com os receptores bioldgicos dos patégenos
(enzimas ou proteinas) buscando uma conformagdo com melhor interagéo
(ALENCAR et al, 2022; DANAO et al., 2023).

As simulagdes de docking molecular e dinamica molecular sdo amplamente

utilizadas em combinacao para prever os modos de ligagao, afinidades de ligacao e
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estabilidade de diferentes sistemas proteina-ligante. Com avangos em algoritmos e
poder computacional, a simulacdo de dindmica molecular é agora uma ferramenta
fundamental para montagens biomoleculares investigativas em nivel atbmico. Esses
métodos em associagao com o suporte experimental tém sido de grande valor na
descoberta e desenvolvimento de medicamentos modernos. Hoje em dia, tornou-se
um metodo cada vez mais significativo no processo de descoberta de medicamentos
(NAQVI et al., 2018).

FIGURA 8 — Esquema geral do processo de Triagem Virtual.
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Fonte: GIMENO et al., 2019.

3.5.2 Simulagao de docking molecular e dinamica molecular

O Docking molecular (MD) consiste em posicionar um ligante dentro do seu
sitio de ligacdo e, em seguida, estimar sua afinidade pela proteina alvo
(PICCIRILLO; AMARAL, 2018). O MD é usado para posicionar a estrutura 3D gerada
por computador de pequenos ligantes em uma estrutura receptora em uma
variedade de orientagbes, conformagdes e posicoes. Este método € util na
descoberta de medicamentos e na quimica medicinal, fornecendo informagdes sobre

o reconhecimento molecular. O encaixe tornou-se parte integrante do projeto e
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descoberta de medicamentos auxiliados por computador (CADD) (JKHAR et al.,
2020).

No design moderno de drogas, o MD é usado rotineiramente para entender a
interacdo droga-receptor. Essa técnica fornece informagdes uteis sobre interagbes
com receptores de drogas e é frequentemente usada para prever a orientagdo de
ligacédo de pequenas moléculas candidatas a drogas a seus alvos proteicos, a fim de
prever a afinidade e a atividade da molécula (RAVIKUMAR et al., 2022).

O docking molecular tem se consolidado como um dos métodos mais
importantes na area de modelagem molecular. Foi reconhecido como uma
ferramenta importante no estudo de complexos proteina-ligando, para descrever
interagdes intermoleculares, para prever com precisdo as poses de multiplos
ligantes, para descobrir novos compostos bioativos promissores (CABALLERO,
2021). Desde que foi desenvolvido pela primeira vez na década de 1980, os avangos
no poder do hardware do computador e o crescente numero e facilidade de acesso a
pequenas moléculas e estruturas de proteinas contribuiram para o desenvolvimento
de métodos aprimorados, tornando o encaixe mais popular em ambientes industriais
e académicos. Ao longo dos anos, as modalidades pelas quais o docking € usado
para auxiliar as diferentes tarefas de descoberta de medicamentos
mudaram. Embora inicialmente desenvolvido e usado como um método autbnomo, o
docking agora € empregado principalmente em combinagdo com outras abordagens
computacionais em fluxos de trabalho integrados. (STANZIONE; GIANGRECO;
COLE 2021).

Varios softwares foram integrados nas ultimas décadas, entre os quais
alguns exemplos bem conhecidos, como AutoDock, AutoDock Vina, DockThor,
GOLD, FlexX e Molegro Virtual Docker (TORRES et al., 2019).

A Dindmica Molecular representa uma abordagem computacional
extremamente eficiente para a analise de macromoléculas bioldgicas, tendo um
impacto consideravel em varias fases do desenvolvimento racional de
medicamentos (NAMBA; DA SILVA; DA SILVA, 2008). Essa técnica computacional
visa reproduzir as diversas conformacdes que podem ser encontradas em sistemas
moleculares, utilizando estruturas obtidas de dados experimentais. Conforme

pesquisas recentes, essas simulacbes tém wuma duracdo aproximada de
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microssegundos, permitindo a observagdo computacional de eventos significativos
que podem ser correlacionados com os experimentais (MORTIER et al., 2015).

As simulagdes de docking molecular em consonancia com a técnica de
dindmica molecular (DM) sdo amplamente utilizadas em combinag¢ao para prever os
modos de ligacdo, afinidades de ligacdo e estabilidade de diferentes sistemas
proteina-ligante. Com avangos em algoritmos e poder computacional, esses
métodos em associagdo com o suporte experimental tém sido de grande valor na
descoberta e desenvolvimento de medicamentos modernos. Hoje em dia, tornou-se
um meétodo cada vez mais significativo no processo de descoberta de medicamentos
(NAQVI et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada foi desenvolvida através de simulagdes in silico
através das técnicas de bioinformatica, que se baseou tanto em ligantes quanto na
estrutura do alvo molecular, conforme figura 9.

FIGURA 9 — Fluxograma geral resumindo as etapas metodoldgicas
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4.1 SELECAO DO COMPOSTO MODELO

A estrutura do composto modelo foi obtida no banco de dados Protein Data
Bank (PDB) na pose cristalografica com o codigo PDB 20727
(https://doi.org/10.2210/pdb20z7/pdb) (BOHL et al, 2007).

4.2 PESQUISA POR CONFORMEROS EM BANCOS DE DADOS

Nesta fase da pesquisa, foram utilizados dois bancos de dados comerciais

para realizar a triagem virtual com base no ligante CPA. Estes incluem (1) Princeton
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(~1,2 milhdes de compostos) e (2) Zinc Drug Database (~175 milhdes de compostos)
(IRWIN et al., 2020), utilizando os programas ROCS e EON.

43 PESQUISA POR SIMILARIDADE - SOBREPOSICAO RAPIDA DE
ESTRUTURAS QUIMICAS (ROCS)

O uso do programa de Sobreposicdo Rapida de Estruturas Quimicas —
Rapid Overlay of Chemical Strutures — (ROCS) da OpenEyes (disponivel em

https://www.eyenopen.com/rocs) permitiu a triagem virtual baseada em ligante por

meio da comparagao conformacional e do volume do CPA. Essa classificagao ocorre
com o algoritmo de fun¢des gaussianas localizadas em atomos que propde a melhor
sobreposigao entre moléculas em um conjunto de caracteristicas que pode ser um
volume estérico ou a interagdo molecular chamada Comboscore (CRUZ et al., 2020;
LEAO et al., 2020).

No presente estudo, a molécula do CPA foi utilizada no programa ROCS
como modelo de comparagdo com cada uma das moléculas do banco de dados, a
similaridade das moléculas foi executada através da forma “Top2000/base”, o que
gerou 4.000 estruturas. Este software gerou os arquivos de entrada para o programa
EON (BORGES et al., 2018; SILVA et al., 2019).

4.4 PESQUISA POR SIMILARIDADE — CALCULOS DE SIMILARIDADE
ELETROSTATICA (EON)

O programa de similaridade eletrostatica (EON)

(https://www.eyesopen.com.eon) foi utilizado para calcular a similaridade

eletrostatica com uma avaliacdo através do coeficiente de Tanimoto a partir da
equacao eletrostatica de Poisson-Boltzmann, realizando os calculos de cargas
parciais com o campo de forca MMFF94 (BORGES et al.,, 2018). O arranjo
eletrostatico foi obtido a partir da sobreposi¢gdo de cargas positivas e negativas ao
completar a variagao de valores idénticos aos negativos (CRUZ et al., 2020).
Partindo-se das estruturas previamente alinhadas pelo programa ROCS, a
similaridade eletrostatica das estruturas foi calculada pelo programa EON usando a
mesma estrutura de referéncia (CPA). O EON compara mapas de potencial

eletrostatico de moléculas pré-alinhadas e determina as medidas do indice de
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Tanimoto para a comparacdo, selecionando compostos com forma e potencial
eletrostatico semelhantes (MUCHMORE; SOUERS; AKRITOPOULOU-ZANZE,
2006; BORGES et al., 2018).

4.5 PREDICOES IN SILICO DE PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

As predicbes das propriedades farmacocinéticas — ADME (Absorgao,
Distribuicdo, Metabolismo, Excregao) in silico foram preditas através do software
Discovery Studio (2016).

4.6 PREDICOES IN SILICO DE PROPRIEDADES TOXICOLOGICAS E
DLso

A avaliagdo da toxicidade foi realizada através do Software DEREK
(Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge) de acordo com o protocolo
proposto por (RAMOS et al., 2019).

As propriedades de dose letal (DLso=mg.kg’') e Classe de Toxicidade
usadas neste estudo foram preditas pelo servidor online Protox || (BANERJEE et al.,

2018) (http://tox.charite.de/protox_Il/index.php?site=home).

4.7 DOCKING MOLECULAR

As simulagdes de docking molecular foram realizadas através do servidor
DockThor (https://www.dockthor.Incc.br/v2/) (GUEDES et al., 2021. As coordenadas
usadas para 20Z7 serédo x = 26.9229, y = 1.3605 e z = 2.9661; elas estdo baseadas
em estudos relatados na literatura (BOHL et al., 2007; SILVA et al., 2018), de acordo

com a interagao entre AR e seu ligante padrao CPA. O programa realiza o docking

convencional, utilizando um algoritmo genético como fungédo de busca e o campo de
forga MMFF94 como fungao de avaliagdo, com uma abordagem de docking em Grid.
O tamanho da caixa (Grid size) foi padronizado em 20x20x20 cm e discretizagao
0,25. A precisao do algoritmo foi determinada pelos seguintes valores: Numero de
avaliagdes (n= 1.000.000), tamanho da populagdo (n= 750), numero de corridas
(n=24) objetivando analisar as conformacdes, as interacdes das moléculas com

residuos de aminoacidos da proteina e a energia de ligacdo (GUEDES et al., 2021).
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4.8 PREDICAO DE ACESSIBILIDADE SINTETICA

A previsdo de acessibilidade sintética (SA) foi realizada para os melhores
resultados obtidos no docking molecular através do software AMBIT-SA e o servidor
online SwissADME.

4.9 PREDICOES IN SILICO DAS PROPRIEDADES MOLECULARES E
BIOATIVIDADE

As propriedades moleculares das moléculas selecionadas pelo docking
molecular foram preditas pelo software Molinspiration

(https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) e SwissADME

(http://www.swissadme.ch/).

410 PREDICOES IN SILICO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

A atividade bioldgica dos compostos selecionados foi realizada usando o
servidor web Prediction of Activity Spectral for Substances (PASS)

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/index.php), com o objetivo de prever se os

ligantes sdo potencialmente ativos(Pa) ou inativos(Pi) com base nos seus valores de
Pa e Pi (TESSEMA et al., 2023; UPADHYAYA et al., 2023).

4.11 LIPOFILICIDADE E SOLUBILIDADE EM AGUA

Os valores de Lipofilicidade e Solubilidade foram determinados com o auxilio
do servidor SwissADME (htip://www.swissadme.ch/) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE,
2017) analisando os métodos iLOGP, XLOGP, WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT para
lipofilicidade e ESOL, ALl e SILICOS-IT para solubilidade em agua, conforme a

metodologia proposta por Sepay et al., (2020). Este servidor possui um grande
banco de dados onde ¢é possivel especular propriedades fisico-quimicas,
lipofilicidade, solubilidade em agua, farmacocinética, “drug-likess” e propriedades de
quimica medicinal de maneira muito precisa (ADEGBOYEGA; JOHNSON; OMALE,
2021).
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4.12 DINAMICA MOLECULAR

As cargas atébmicas moleculares foram obtidas com o protocolo Restrained
Electrostatic Potential (RESP) utilizando o método Hartree-Fock com o conjunto
base 6-31G*. Os parametros para cada molécula foram construidos usando o
General Amber Force Field (GAFF) (WANG et al., 2004). O pacote Amber 16 foi
usado para as simulagbes de dinamica molecular (DM) (CASE et al., 2005). O
campo de forga ff14SB (MAIER et al., 2015) foi usado para todas as simulagdes DM.
Os hidrogénios ausentes no cristal da proteina foram adicionados pelo modulo
tLEaP durante o processo de construgdo dos complexos. Os sistemas foram
solvatados em uma caixa periédica de octaedro contendo moléculas de agua
explicitas descritas pelo modelo TIP3P (JORGENSEN et al., 1983). A distancia
escolhida para o raio de cisalhamento foi de 12 A para todas as direcdes do solvente
ao soluto.

O método Particle Mesh Ewald foi utilizado para o calculo de interagdes
eletrostaticas (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993), e as ligacbes envolvendo
atomos de hidrogénio foram restringidas com o algoritmo SHAKE (RYCKAERT;
CICCOTTI; BERENDSEN, 1977). A simulagdao da DM foi dividida em etapas de
minimizacao de energia, aquecimento, equilibrio e produgdo. O maodulo lixadeira foi
utilizado para ambas as etapas de minimizacédo de energia, onde o método de
descida mais ingreme e o algoritmo de gradiente conjugado foram empregados para
realizar 1500 ciclos divididos entre as etapas. Na primeira etapa, o soluto foi
restringido com uma forga harménica constante de 100 kcal/mol.A2, enquanto as
moléculas de agua e anti-ion estavam livres. Na segunda etapa, os complexos
ficaram com total liberdade de movimentacao.

Em seguida, os sistemas foram gradualmente aquecidos por 600 ps até que
a temperatura atingisse 300 K. O aquecimento foi dividido em cinco estagios, onde a
frequéncia de colisdo foi de 3,0 ps”' e o termostato Langevin foi utilizado para
controle de temperatura (LZAGUIRRE et al., 2001). Os atomos pesados foram
restringidos com uma forgca harménica constante de 50 kcal/mol.A2 durante as
quatro etapas iniciais. Na ultima etapa de aquecimento, a forga harménica constante
foi removida. Essas simulagbes foram realizadas em volume constante (NVT). Na

etapa de equilibrio, os sistemas foram submetidos a uma simulacdo de 5
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nanossegundos (ns) com temperatura de 300 K e pressao constante. Durante a fase

de producéo, foram gerados 100 ns de simulagdes DM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS

As 1000 moléculas resultantes do processo de triagem nas etapas de ROCS
e EON — Bases de dados Princeton e Zinc database — foram submetidas a predigcéao
de propriedades farmacocinéticas: absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
(ADME) atravées do programa Biovia Discovery  Studio  Visualizer

(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download). Os graficos das

Figuras 10 e 11 foram obtidos com base nos valores de confianga de 95% e 99%
para a barreira hematoencefalica (BBB), absor¢ao intestinal humana (HIA), area de
superficie polar (PSA) e lipossolubilidade (LogP) (BASTOS et al., 2023).

FIGURA 10 — Grafico ADMET da base de dados Princeton relacionando a area de
superficie polar (PSA) aos valores ALogP98 calculados, as elipses representam os
limites de confianca de 95% e 99%.
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Fonte: O autor (2024)
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FIGURA 11 — Grafico ADMET da base de dados Zinc database relacionando a area

de superficie polar (PSA) aos valores ALogP98 calculados, as elipses representam
os limites de confianca de 95% e 99%.
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Fonte: O autor (2024)

O CPA, esta destacado nos graficos, e foi utilizado como molécula pivé para
as caracteristicas farmacologicas. As elipses mostram os intervalos de confianga de
95% e 99% para candidatos promissores. Os encontrados nesta regido apresentam
caracteristicas semelhantes a compostos com capacidade de 290% a ser absorvido,
valor <140 para PSA e <5 para ALogP98. Somente os candidatos dentro do limite de
confianga de 99% s&o selecionados (BASTOS et al., 2023).

Os resultados das previsbes ADME podem ser observados nas Tabelas 2 e
3, os 29 compostos selecionados juntamente com o CPA foram avaliados, a partir
dos descritores: Absorcao Intestinal Humana, Solubilidade Aquosa, Penetracido da

Barreira Hematoencefalica, Ligagao as Proteinas Plasmaticas e Ligacdo CYP2D6.

43



TABELA 2 — Parémetros farmacocinéticos computacionais (ADME) da base de
dados Princeton das moléculas selecionadas.

ADME
Moléculas
CYP2D6 Solubilidade  HIA PPB BBB

Pivd Falso 2 0 Falso 2
omega_142667_53 Falso 3 0 Falso 2
omega_338556_89 Falso 3 0 Falso 3
omega_549113 34 Falso 2 0 Falso 3
omega_553808 24 Falso 3 0 Falso 2
omega_305992 3 Falso 2 0 Falso 2
omega_561116_50 Falso 3 0 Falso 2
omega_209731_26 Falso 3 0 Falso 3
omega_606997 163 Falso 3 0 Falso 2
omega_417096_21 Falso 3 0 Falso 3
omega_305985 7 Falso 3 0 Falso 3

BBB-barreira hematoencefalica (0 - Penetrante muito alto; 1 (alto); 2 (médio); 3 (baixo); 4 (muito baixo)
HIA-absorgao intestinal humana (intervalo aceitavel: intervalo é 0—2, onde 0 é uma boa absorgéo).
Solubilidade aquosa (intervalo aceitavel: intervalo de 0—3) onde 3 é uma boa solubilidade.
Inibigéo do citocromo P450 (CYP450) 2D6 (falso - N&o inibidor, verdadeiro - Inibidor).
PPB - Ligagao as proteinas plasmaticas (falso - ndo se liga as proteinas plasmaticas, verdadeiro - liga-se
as proteinas plasmaticas).

Fonte: O autor (2024)

Nenhum dos candidatos apresentaram potencial de se ligar a CYP2D6. Este
gene codifica um membro da superfamilia de enzimas do citocromo P450. As
proteinas do citocromo P450 sdo monooxigenases que catalisam muitas reagdes
envolvidas no metabolismo de drogas e na sintese de colesterol, esteroides e outros
lipidios. Essa proteina se localiza no reticulo endoplasmatico e é conhecida por
metabolizar até 25% dos medicamentos comumente prescritos. Ela esta presente
em 2% do conteudo hepatico do CYP é sua ligagéo pode prejudicar o metabolismo e
efeito desejado de drogas (FAGERBERG et al., 2014; BASTOS et al., 2023). A
grande maioria dos compostos (83%) apresentou uma boa solubilidade.

A ligacdo de medicamentos e metabdlitos as proteinas plasmaticas € um
fendbmeno bem conhecido (MIYAMOTO et al., 2021). Moléculas pequenas, incluindo
medicamentos e produtos quimicos, podem ligar-se as proteinas plasmaticas
encontradas no sangue. A albumina e a glicoproteina alfa-1-acida (a1-AGP) sao as
duas principais proteinas plasmaticas de ligagdo a medicamentos (PELLEGATTI et

al., 2011). As proteinas plasmaticas, devido a sua alta concentragéo, controlam a
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concentragcédo do farmaco livre no plasma e em compartimentos em equilibrio com o
plasma, atenuando assim eficazmente a poténcia do farmaco in vivo (MIYAMOTO,
M. et al., 2021). Todas as moléculas analisadas, assim como a pivd (CPA),
apresentaram resultados falsos negativos para ligagdo as proteinas plasmaticas,
isso € explicado pelo baixo percentual de ligagdo dessas moléculas a essas
proteinas.

A barreira hematoencefdlica ¢ uma barreira fisica semipermeavel que
protege o cérebro de substancias nocivas, mas também pode limitar a penetragao
de medicamentos (AHMED, H.; BERGMANN; ZEITLINGER, 2022; WU et al., 2023).
Os resultados obtidos demonstram que a maioria das moléculas possui baixa

penetragao na BHE, o que é satisfatério para o alvo (receptor de andrégeno).

TABELA 3 — Parametros farmacocinéticos computacionais (ADME) da base de
dados Zinc database das moléculas selecionadas.

ADMET
Moléculas
CYP2D6 Solubilidade HIA PPB BBB

Pivd Falso 2 0 Falso 2
ZINC04097308 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03830600_1 3 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03977981_1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC04212851 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC13540519_1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC36388590 1 3 Falso 2 0 Falso 2
ZINC03875357 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03876158 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC04097304_1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC04212854 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC34176695 1 0 Falso 2 0 Falso 2
ZINC03833821_1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03830602_1_1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC34176694 1 3 Falso 2 0 Falso 2
ZINC04340274 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03831269 1 1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03831270_1 0 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03876136_1 Falso 3 0 Falso 3
ZINC03830599 1 1 Falso 3 0 Falso 3

BBB - barreira hematoencefalica (0 - Penetrante muito alto; 1 (alto); 2 (médio); 3 (baixo); 4 (muito baixo)
HIA - (absorgéo intestinal humana _ intervalo aceitavel: intervalo € 0-2, onde 0 € uma boa absor¢&o).
Solubilidade aquosa (intervalo aceitavel: intervalo de 0—3) onde 3 é uma boa solubilidade.

Inibigéo do citocromo P450 (CYP450) 2D6 (falso - Nao inibidor, verdadeiro - Inibidor).

PPB - Ligagéo as proteinas plasmaticas (falso- ndo se liga as proteinas plasmaticas, verdadeiro - liga-se as
proteinas plasmaticas).

Fonte: O autor (2024)
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5.2 ANALISE DAS PROPRIEDADES TOXICOLOGICAS e DLso

A analise toxicoldgica, in silico, foi realizada por meio do software DEREK

10.0.2 Nexus, e a Tabela 4 mostra os resultados das previsdes toxicologicas para os

compostos selecionados para verificar alertas de toxicidade devido a presenca de

grupos toxicoféricos nos compostos gerando alertas a serem investigados. A Classe

de Toxicidade foi obtida por meio do servidor online Protox |l, bem como o valor de
Dose Letal (DLso) em mg.kg' (BANERJEE et al., 2018). Esses parametros foram
fundamentais para a selecao das estruturas mais promissoras deste estudo. Nesta

etapa foram selecionadas as estruturas sem alerta ou que estivessem no intervalo

de classe toxicoldgica IV — VI e apresentassem menos alertas de possiveis toxidade

quando comparadas a molécula pivd, o que resultou em 19 estruturas que foram

submetidas ao estudo de docking molecular.

TABELA 4 — Predigdes das propriedades toxicolégicas e DLso.

Alerta de Previsao de

Grupo

Alerta de

DLso

Classe de

Compostos Toxicidade L. . . fioq . . 2
(Previsdo de Lhasa) Toxicoforico toxicidade  Téxico toxicidade
Carcinogenicidade em Progestagénio
camundongos e ratos ou derivado
Hepatotoxicidade em . PLAUSIVEL
Hidrocarbonetos
humanos, camundongos
halogenados
e ratos
Genotoxicidade 3-Ceto,4-
inespecifica in vitro em delta,6-delta CERTA
humanos e ratos esteroide
Genotoxicidade )
Pivd inespecifica in vitro em 3-Ceto,4- PROVAVEL 5000 v
esteroide
Genotoxicidade
inespecifica in vivo em 3-Ceto 4- PROVAVEL
humanos e delta,6-delta
camundongos esteroide
Genotoxicidade
inespecifica in vivo em 3-Ceto,4- CERTA
esteroide
Omega-01 - - Sem alertas 696 [\
Omega-02 - - Sem alertas 800 [\
Omega-04 - - Sem alertas 2000 \
Omega-05 - - Sem alertas 500 \
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Omega-10 - - Sem alertas 602 \
Toxicidade ocular in vivo ]
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
Sensibilizagdo cutinea 1 2_Dicarbonil )
ZINC04097308 em humanos, ’ PLAUSIVEL 1451 v
ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em
humanos, camundongos  Glicocorticoides .
e ratos PLAUSIVEL
Toxicidade ocular in vivo )
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
ZINC03830600 —— =
Sensibilizagcdo cutanea 1 2_Dicarbonil ]
em humanos, ’ PLAUSIVEL 5010 VI
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em
humanos, camundongos  Glicocorticoides i
Toxicidade ocular in vivo )
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
ZINC03977981 —— =
Sensibilizagao cutanea 1 2_Dicarbonil )
em humanos, ’ PLAUSIVEL 4000 V
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em )
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos
Toxicidade ocular in vivo )
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
ZINC04212851 —— =
Sensibilizagdo cuténea 1 2_Dicarbonil
em humanos, i PLAUSIVEL 3710 \Y;
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em )
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos
Toxicidade ocular in vivo ]
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
ZINC13540519 Sensibilizagdo cutanea 1,2—Dicarbonil
CERTO
em humanos ou precursor
Sensibilizagdo cutanea 1,2-Dicarbonil ) 5000 v
em camundongos e Ou precursor PROVAVEL
ratos
Teratogenicidade em Glicocorticoides PROVAVEL
humanos e ratos
Teratogenicidade em Glicocorticoides CERTO

camundongos
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ZINC36388590

Dano cromossomico in
vitro em humanos,
camundongos e ratos

Composto de
carbonila alfa-
halo

PLAUSIVEL

Irritagdo dos olhos em
humanos, camundongos
e ratos

Alfa-halo cetona

PLAUSIVEL

Lacrimagao em
humanos, camundongos
e rato

Alfa-halo cetona

PLAUSIVEL

Sensibilizagdo cuténea
em humanos,
camundongos e ratos

Haloalcano

PLAUSIVEL

3000

ZINC03875357

Toxicidade ocular in vivo
em humanos

Corticosteroide

CERTO

Toxicidade ocular in vivo
em camundongos e
ratos

Corticosteroide

PROVAVEL

Sensibilizagédo cuténea
em humanos,
camundongos e ratos

1,2—Dicarbonil
Ou precursor

PLAUSIVEL

Teratogenicidade em
humanos, camundongos
e ratos

Glicocorticoides

PLAUSIVEL

1680

\Y

ZINC03876158

Toxicidade ocular in vivo
em humanos,
camundongos e ratos

Corticosteroide

PLAUSIVEL

Teratogenicidade em
humanos, camundongos
e ratos

Glicocorticoides

PLAUSIVEL

3000

ZINC04097304

Toxicidade ocular in vivo
em humanos,
camundongos e ratos

Corticosteroide

PLAUSIVEL

Sensibilizagado cutanea
em humanos,
camundongos e ratos

1,2-Dicarbonil
Ou precursor

PLAUSIVEL

Teratogenicidade em
humanos, camundongos
e ratos

Glicocorticoides

PLAUSIVEL

4500

ZINC04212854

Toxicidade ocular in vivo
em humanos,
camundongos e ratos

Corticosteroide

PLAUSIVEL

Sensibilizagédo cuténea
em humanos,
camundongos e ratos

1,2—Dicarbonil
Ou precursor

PLAUSIVEL

Teratogenicidade em
humanos, camundongos
e ratos

Glicocorticoides

PLAUSIVEL

3000

Toxicidade ocular in vivo
em humanos,
camundongos e ratos

Corticosteroide

PLAUSIVEL

5010

W
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Sensibilizagdo cutanea

1,2—Dicarbonil

em humanos, PLAUSIVEL
ZINC03830602 camundongos e ratos Ou precursor
Teratogenicidade em )
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos
Dano cromossémico in Composto de )
vitro em humanos, carbonila alfa- PLAUSIVEL
camundongos e ratos halo
Irritagcdo dos olhos em )
ZINC34176694 humanos, camundongos Alfa-halo cetona PLAUSIVEL
e ratos
3000 Y
Lacrimagao em ]
humanos, camundongos Alfa-halo cetona PLAUSIVEL
e rato
Sensibilizagao cutanea ]
em humanos, Haloalcano PLAUSIVEL
camundongos e ratos
Toxicidade ocular in vivo )
em humanos, Corticosteroide  PLAUSIVEL
camundongos e ratos
ZINC04340274 PR =
Sensibilizagao cutanea 1 2_Dicarbonil )
em humanos, ’ PLAUSIVEL
ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em ]
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos
Sensibilizagédo cuténea . .
em humanos, 1,2-Dicarbonil PLAUSIVEL
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em )
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL 5010 \i
e ratos
Sensibilizacdo cutanea . .
em humanos, 1,2-Dicarbonil o) »)givEL
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em ]
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos
Sensibilizagao cutanea . .
em humanos, 1,2-Dicarbonil 5, AjsjvEL
Ou precursor
camundongos e ratos
Teratogenicidade em )
humanos, camundongos  Glicocorticoides = PLAUSIVEL
e ratos
Toxicidade ocular in vivo )
em humanos, Corticosteroide ~ PLAUSIVEL
camundongos e ratos 5010 Vi
Sensibilizagéo cutanea 1,2-Dicarbonil PLAUSIVEL

em humanos,

Ou precursor
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ZINC03830599 1 1 camundongos e ratos

Teratogenicidade em ]
humanos, camundongos  Glicocorticoides PLAUSIVEL
e ratos

'DLso= mg/kg. °Classe 1: fatal se ingerido (DLso < 5); Classe 2: fatal se ingerido (5 < DLso < 50); Classe
3: toxico se ingerido (50 < DLso < 300); Classe 4: perigoso se ingerido (300 < DLso < 2000); Classe 5:
pode ser perigoso se engolido (2000 < DLso < 5000); Classe 6: ndo toxico (DLso > 5000). Dados
obtidos no servidor on-line Protox.

Fonte: O autor (2024)

5.3 SIMULAGOES DE DOCKING MOLECULAR

Na analise toxicoldgica foram selecionadas 19 moléculas para a etapa de
docking molecular (MD). Entretanto, foi necessario a validagdo do protocolo de MD
utilizado nesse trabalho através do redocking, para ver se o software é capaz de
predizer corretamente a posi¢ao do ligante no sitio ativo da proteina. Esse processo
consiste em comparar a posigdo de um ligante cristalizado com a posicdo de um
ligante ancorado ao sitio ativo da mesma proteina. Ele foi realizado para
comparagao, através da sobreposicdo estrutural entre a estrutura original, que
contém a proteina (Receptor de Andrégeno) e o inibidor 20Z7, com o resultado
obtido na simulagao de redocking através do servidor DockThor.

Os parametros padrao do algoritmo foram definidos da seguinte forma: (1)
24 corridas de encaixe, (2) 1.000.000 avaliagbes por corrida de encaixe e (3)
populacdo de 1.000 individuos. A qualidade da pontuagdo de docking proteina-
ligante foi avaliada com base no Root Mean Square Deviation (RMSD) entre a
melhor pontuacéo da pose de docking e 0 modo de ligagado experimental do ligando
de cristal (SANTOS et al., 2020; GUEDES et al., 2021). O valor de RMSD entre as
poses, que sao as conformacgdes adquiridas pela molécula, de menor energia pode
ser utilizado como método de validagcdo ao comparar com a pose modelo de
cristalografia ja existente (RAMOS et al., 2022).

Os resultados obtidos da validagdo do docking molecular foram
considerados satisfatorios, em que as posigdes relativas do ligante cristalografico e
do ligante ancorado foram semelhantes (Figura 12). O RMSD obtido no processo de
redocking da melhor posicdo foi de 0.487A, validando o protocolo (RAMIREZ;
CABALLERO, 2018).
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FIGURA 12 — Validagdo do protocolo do docking molecular: comparagéo entre o
ligante cristalografico (verde) e a melhor conformacéo resultante da simulagao
computacional (vermelho).

RMSD 0.487 A

Fonte: O autor (2024)
Apos, validacédo do processo, as 19 moléculas (Figura 13) selecionadas na

analise toxicoldgica foram submetidas ao teste de docking molecular (Figura 14),
através do servidor DockThor seguindo os mesmos parametros utilizados no
redocking.

FIGURA 13 — Moléculas selecionadas para simulagéo de docking molecular.
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FIGURA 14 — Moléculas acopladas no sitio ativo do AR.

Fonte: O autor (2024)

Nesta etapa foi usado como critério de selegao os valores de afinidade de
ligacdo (AG) em comparagao com a molécula pivd, o que resultou em 4 moléculas

promissoras, conforme a tabela 5.
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TABELA 5 — Afinidade de ligagao e interagdes das moléculas promissoras com o AR.

8 AG Aminoacidos que Interagem Através de Aminoacidos que interagem de forma hidrofébica
MOLECULAS -1 L . -
(kcal-mol™) Ligagoes de Hidrogénio
ALA877, GLN711, GLY708, ILE899, LEU701, LEU704, LEU707, LEU873,
PIVO -10,827 ASN705, ARG752. LEU880, MET742, MET745, MET749, MET780, MET787, MET895, PHEG97,
PHE764, PHE876, PHE891, SER778, TRP741, VAL746.
ALA877, ARG779, ASN705, GLN711, GLY708, ILE899, LEU701, LEU704,
ZINC34176694 -10,850 ARG752. LEU707, LEU873, LEU880, MET742, MET745, MET749, MET780, PHEG97,
PHE764, PHE876, SER778, TRP741, VAL746.
ALA877, ARG752, ASN705, GLN711, GLY708, ILE899, LEU701, LEU704,
ZINC03876158 -10,369 MET780 LEU707, LEU873, LEU880, MET742, MET745, MET749, MET787, MET895,
PHE764, PHE876, PHE891, TRP741, VAL746.
GLN711, GLY708, ILE899, LEU701, LEU704, LEU707, LEU873, LEUS8SO,
ZINC04097308 -10,260 ALA877, ARG752, ASN705. LEU881, MET742, MET745, MET749, MET780, MET787, MET895, PHEG97,
PHE764, PHE876, PHE891, SER778, TRP741, VAL746.
ALA877, ARG752, GLN711, GLY708, ILE899, LEU701, LEU704, LEU707,
ZINC03977981 -10,237 ASN705. LEU873, LEU880, LEU881, MET742, MET745, MET749, MET780, MET787,

MET895, PHE697, PHE764, PHE876, PHE891, SER778, TRP741, VAL746.

Fonte: O autor (2024)
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A molécula pivd apresentou uma afinidade de ligagdo de -10,827 kcal.mol"
com o receptor de andrégeno interagindo com dois residuos de aminoacidos -
ASN705, ARG752 - através das ligagbes de hidrogénio. As ligagdes de hidrogénio
sdo de grande importancia para estabilidade do ligante na proteina tendo papel
importante na sua afinidade de ligagéo (LU et al., 2005; MUHAMMAD et al., 2021).
Também ocorrem interagdes do tipo aquil, tr-alquil e van der Walls que interagem de
forma hidrofébica (Figura 15).

FIGURA 15 — Interagcdo da molécula pivd com o AR, diagrama de interagdes 2D .
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Fonte: O autor (2024)

O melhor valor de afinidade de ligagdo ocorreu para a molécula
ZINC34176694 obtendo valores de -10,850 kcal.mol"', superior a molécula pivé,
porém para esse ligante ocorreu apenas uma ligagdo de hidrogénio do oxigénio da
carbonila com o residuo ARG752 (Figura 16). As demais interagdes séo hidrofébicas
do tipo aquil, m-alquil e van der Walls. Essas interagcdes representam uma
similaridade de 87,5% com a molécula pivd, demonstrando um resultado bastante

satisfatorio.
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FIGURA 16 — Representacao de interagdes em 2D obtido por meio de docking
molecular para ZINC34176694.
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Fonte: O autor (2024)

O ligante ZINC03876158 (Figura 17) teve um valor de afinidade de ligagao -
10,369 kcal.mol-!, apresentando uma interagdo de hidrogénio com o residuo de
aminoacido MET780, interacdo essa que nao ocorre na molécula pivd. As outras
interacdes previstas sao hidrofébicas e o conjunto total representa uma similaridade
de 91,7% em relacio a pivo.

FIGURA 17 — Representacgao de interagdes em 2D obtido por meio de docking
molecular para ZINC03876158.
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Fonte: O autor (2024
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Para o ligante ZINC04097308, observa-se trés ligacdes de hidrogénio com
os residuos de aminoacidos - ALA877, ARG752, ASN705 - apresentando uma
afinidade de ligagédo -10,260 kcal.mol' (Figura 18). Todas as outras interagdes sdo
hidrofébicas, e observa-se 100% da presenca dos residuos de aminoacidos
presentes na molécula pivo.

FIGURA 18 — Representacao de interagdes em 2D obtido por meio de docking
molecular para ZINC04097308.
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Fonte: O autor (2024)

A afinidade de ligagdo do ligante ZINC03977981 foi de -10,237 kcal.mol’,
apresentando uma ligacéo de hidrogénio com o residuo de aminoacido ASN705. O
restante das interagdes € do tipo hidrofobicas (Figura 19).

Ao analisar os resultados das interagdes, observa-se que todos os ligantes
apresentam mais de 80% de similaridade em relagédo a molécula pivd, fator esse que

foi um dos critérios de selegao para as etapas seguintes do estudo.
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FIGURA 19 — Representacao de interagcdes em 2D obtido por meio de docking
molecular para ZINC03977981.

ILE
SN
MET A:705 A:899

Ly A8S GLY

o PHE AL-ECL)J1 LEy A8 AIT%Jy
AL A704 TRP 2% MET

ALA A741 A:745
A697  AET7
GLN
PHE A:711

,,.J L /
A876 \ \// > \/ RE
\//‘7/> /\_> Ai752

SER & ol
> R, 5 PHE
A:778 A764  WET
MET A:749

A:880 LEU A: 787 A:742
A:873 VAL
A:746
Interactions
l:l van der Waals I:l Akyl
I:l Conventional Hydrogen Bond I:l Pi-Alkyl

Fonte: O autor (2024)

5.4 PREDICOES DE ACESSIBILIDADE SINTETICA

No final do processo de docking molecular, as 4 moléculas (Figura 20) com
os resultados mais promissores: ZINC03876158 , ZINC34176694, ZINC04097308 e
ZINC03977981 forma submetidas a uma pesquisa no SciFinder®, disponivel on-line

no Chemical Abstract Service (CAS) (htips://scifinder.cas.org/), para obter

informacgbes adicionais sobre as estruturas e dos experimentos com atividades
biolégicas envolvendo as moléculas. A molécula ZINC03876158 apresenta CAS
3918-13-6, sendo empregada como glicocorticoide, no tratamento de condigbes
alérgicas e inflamatdrias oculares, porém sem nenhuma informagdo para o
tratamento do CaP. Ja as moléculas ZINC34176694, ZINC04097308 e
ZINC03977981 nao foram encontradas informacdes, o que demonstra serem
moléculas sem nenhum dado experimental na literatura. Essas informag¢des, vem

confirmar o ineditismo dessas moléculas no estudo do CaP.

FIGURA 20 — Moléculas selecionadas no docking molecular.
ZINC03876158 ZINC34176694

OH
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ZINC04097308 ZINC03977981

Apos a avaliagcdo de docking molecular, as 4 moléculas selecionadas
passaram pelo teste de acessibilidade sintética (SA), objetivando verificar aquelas
que tem maior probabilidade de serem sintetizadas. A predicdo de SA ocorreu
através do software AMBIT-SA e SwissADME. No software AMBIT-SA um algoritmo
calcula diversos parametros relacionado as caracteristicas quimicas das estruturas e
pontua de 0 a 100, onde o valor 100 refere-se a uma molécula com grande facilidade
de ser sintetizada (SUN et al., 2017; BASTOS et al., 2023). Ja o SwissADME baseia-
se principalmente na suposigdo de que a frequéncia de fragmentos moleculares em
moléculas 'realmente' obteniveis se correlaciona com a facilidade de sintese. A
contribuicdo fragmentaria para SA deve ser favoravel para fragbes quimicas
frequentes e desfavoravel para fragcdes raras. A pontuacido € normalizada para variar
de 1 (muito facil) a 10 (muito dificil de sintetizar) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

O Acetato de ciproterona (CPA) foi usado como padrdao de comparagao
obtendo um resultado de SA de 23,712 no AMBIT e 5,54 no SwissADME, o que |he
classifica em ambos os softwares de SA mediana (Tabela 6). Os resultados preditos
para as moléculas ZINC03876158 , ZINC34176694, ZINC04097308 e
ZINC03977981 apresentaram valores de SA muito préximos da molécula pivd, isso
provavelmente ocorre devido a semelhanga nas suas formulas estruturais formadas
principalmente de 4 anéis. Em ambos os softwares as moléculas foram classificadas
como de acessibilidade sintética mediana semelhante a molécula pivé. Portanto,

nenhuma molécula foi descartada para a etapa seguinte da pesquisa.
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TABELA 6 — Previsdao de Acessibilidade Sintética através da ferramenta web
gratuita AMBIT e SwissADME*.

i AMBIT® SwissADME®)
MOLECULA
SA SCORE
PIVO 23,712 5,54
ZINC34176694 23,097 5,82
ZINC03876158 31,245 5,40
ZINC04097308 20,114 5,91
ZINC03977981 22,738 6,02

*Acessibilidade Sintética (SA). (a) O servidor web AMBIT varia de acessibilidade facil (pontuacao =
50), acessibilidade mediana (10 < pontuagéo < 49) e acessibilidade dificil (pontuagéo < 10). (b) As
pontuacdes da SwissADME—SA variam de 1 (muito facil) a 10 (muito dificil).

Fonte: O autor (2024)

5.5 PREDICOES IN SILICO DAS PROPRIEDADES MOLECULARES E
BIOATIVIDADE

Na analise das propriedades moleculares, foi avaliado a biodisponibilidade
oral tedrica das moléculas selecionadas na acessibilidade sintética, tendo como
parametro a “Regra dos Cinco - ROS%” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997), que
estabelece que pelo menos trés de quatro requisitos devam ser apresentados para
que o composto possua uma boa biodisponibilidade. Para esta predi¢do, foi
empregado o} programa Molinspiration Cheminformatics

(http://www.molinspiration.com/cqgi-bin/properties) e SwissADME. Os resultados

obtidos estao apresentados na tabela 7.

Os resultados obtidos estdao apresentados na tabela 7, e demonstraram,
assim, como a molécula pivé, que nenhuma das moléculas analisadas violou a regra
de Lipinski, o que prediz que elas apresentam uma boa biodisponibilidade oral.
Esses resultados demonstram teoricamente que essas moléculas apresentarao uma
boa distribuicdo pelo organismo, possibilitando maior capacidade de atingir areas do
corpo enfermas e executar seu efeito terapéutico e farmacoldgico (ALVES et al.,
2019). Estas propriedades estdo diretamente relacionadas com a farmacocinética
molecular, implicando que essas moléculas podem se tornar fortes candidatos a um

medicamento.
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TABELA 7 — Parametros farmacocinéticos importantes para uma boa disponibilidade
oral dos compostos.

. Molinspirations calculations

MOLECULAS Vol TPSAP  NROTB HBA HBD®  LogP! MWl Lipinski's
violations

Regra — — — <10 <5 <5 <500 <1

Pivod 376,63 60,45 3 4 0 4,44 416,94 0

ZINC34176694 421,86 80,67 5 5 1 3,69 484,97 0

ZINC03876158 349,81 74,60 1 4 2 2,39 376,47 0

ZINC04097308 396,78 93,07 2 6 2 2,61 436,52 0

ZINC03977981 395,20 93,07 2 6 2 2,57 452,49 0

lBlyol, - Volume; PITPSA - Area de Superficie Polar Topolédgica; ’/NROTB - Numero de Ligacdes
Rotativas; 'HBA - Numero de Doadores de Ligagdes de Hidrogénio; FIHBD - Nimero de Aceptores
de Ligagbes de Hidrogénio; lLogP — Coeficiente de Partigéo; MW - Peso Molecular.

Fonte: O autor (2024)

Com o auxilio do software SwissADME foi determinado o grafico
Bioavailability Radar (Figura 21), responsavel por apresentar um conjunto de
propriedades favoraveis para uma excelente biodisponilidade oral. A area marcada
em rosa tem a fungao de delimitar as condigbes ideais de biodisponibilidade para
administragédo oral de um medicamento (MURAD et al., 2022).

FIGURA 21 — Grafico de Biovailability Radar.
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INSATU POLAR
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Fonte: O autor (2023)

Como pode ser observado na figura 22, todas as moléculas apresentam
teoricamente uma exceléncia para biodisponibilidade oral, uma vez que, todos os
parametros fisico-quimicos avaliados estdo dentro da area rosada, o que representa
os padroes satisfatorios de biodisponibilidade. Quanto maior € o numero de
parametros dentro da faixa ideal, maior € a probabilidade de a molécula ser bioativa
por via oral (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
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FIGURA 22 — Radar de biodisponibilidade das moléculas hits.
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Legenda:
LIPO (lipofilicidade): -0.7 < XLOGP3 < +5.0 SIZE (tamanho da molécula): 150 < M < 500g/mol
INSOLU (insolubilidade): -6 < Log S (ESOL) <0

POLAR (polaridade): 20 < TPSA < 130A?
INSATU (insaturagéo): 0.25 < fragéo de Csp® < 1

Fonte: O autor (2024)
Todas essas moléculas passaram em seguida pela predi¢gao de bioatividade.

FLEX (flexibilidade): O < grupos rotaveis < 9

O escore de bioatividade das moléculas selecionadas também foi analisada usando

a ferramenta Molinspiration Cheminformatics server (http:// www.molinspiration.com).
Nesta técnica de quimica computacional grandes bancos de dados quimicos séo
analisados a fim de identificar possiveis novos candidatos a farmacos (MISHRA et

al., 2018). A bioatividade dessas moléculas orais selecionadas foi avaliada contra
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seis estruturas proteicas diferentes: ligante de receptores acoplados a proteina G
(GPCR), modulador de canal idnico, inibidor de quinase, ligante de receptor nuclear,
inibidor de protease e inibidor enzimatico (VARIKOTI et al., 2023) (Tabela 8).

De acordo com Srivastava et al. (2015) quanto mais rica a pontuagao de
bioatividade, maior a probabilidade de a molécula especifica ser ativa como uma
droga. Esta bem documentado que, se o escore de bioatividade for maior que 0,0 as
moléculas tém melhor atividade biolégica. Se a pontuagao de bioatividade for de -0,5
a 0,0 as moléculas tém atividade moderada e menor que -0,5, as moléculas nao tém
atividade biolégica (NATH et al., 2021).

Analisando os dados da Tabela 8 é possivel observar que os compostos
avaliados apresentaram excelente potencial como ligante do receptor nuclear, onde
todos tiveram pontuagdes superiores a molécula pivé (Score 0.92). Destacando o
composto ZINC03977981 que apresentou a maior pontuagao (Score 1.76) o que da
uma variagado percentual em relagcdo a molécula pivé de +91.3%. As moléculas
analisadas também apresentaram resultados satisfatorios para inibicdo enzimatica e
protease. No caso da inibicdo enzimatica os compostos ZINC038758 (Score 0.79) e
ZINC03977981 (Score 0.79) apresentaram os melhores valores de potenciais
bioativo, o que torna interessante o estudo futuro dessas moléculas uma vez que
inUmeros processos bioquimicos importantes para o controle da homeostasia, bem
como o tratamento de doengas envolvem a participacdo de enzimas no processo
(MARQUES; YAMANAKA, 2008).

TABELA 8 — Pontuagao de Bioatividade dos compostos de acordo com o software
Molinspiration Cheminformatics.

Ligante  Modulador  Inibidor Ligante Inibidor Inibidor

MOLECULAS GPCR Canal Quinase  Receptor  Protease  Enzima
I6nico Nuclear
Pivo 0,07 -0,25 -0,82 0,92 -0,18 0,41
ZINC34176694 0,07 -0,07 -0,59 1,67 0,90 0,72
ZINC03876158 0,08 -0,25 -0,77 1,55 0,66 0,79
ZINC04097308 0,01 -0,15 -0,60 1,41 0,31 0,61
ZINC03977981 0,09 -0,09 -0,51 1,76 0,84 0,79

Fonte: O autor (2024)
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5.6 PREDICAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA

A previsdo das atividades biologicas das moléculas selecionadas e da
molécula de referéncia (CPA) foi realizada usando o servidor da web on-line PASS

( //lwww.pharmaexpert.ru/passonline ). O PASS utiliza o cédigo smilles das moléculas

para determinar os valores de probabilidade de estar ativo (Pa) e probabilidade de
estar inativo (Pi). Os valores de Pa e Pi indicam a atividade biolégica de um
composto (OLIVEIRA; ARRUDA, 2021). As atividades biolégicas selecionadas foram
aquelas relacionadas de uma forma ou de outra a atividade anticancer. Prevé-se que
a molécula pequena seja altamente ativa experimentalmente se Pa for maior que
0,7, enquanto a faixa de 0,7 a 0,5 prevé atividade moderada e, inferior a 0,5, o efeito
bioldgico é insignificante (MOHAMMED et al., 2022).

A predicdo das atividades bioldgicas das quatros moléculas obtidas no
processo de triagem apresentaram valores de atividades relacionadas ao cancer
(Tabela 9), sendo que a molécula ZINC03876158 apresentou valores de predi¢cao
para Antagonista de Andrégeno (Pa=0,993) superior a molécula pivé(Pa=0,900).
Vale destacar também a molécula ZINC34176694 que apresentou um valor de
Pa>0,7 (Pa=0,710).. As moléculas ZINC04097308 e ZINC03977981 apresentaram
valores de Pa<0,5 para Antagonista de andrégeno, o que prediz uma atividade
biolégica minima (TESSEMA et al., 2023). Porém, como todas as moléculas
apresentaram atividade bioldgica relacionadas ao cancer em especial ao de
prostata, mesmo que alguns valores tenham sido inferiores a molécula piv0, elas

foram consideradas para a etapa seguinte da pesquisa.

68


http://www.pharmaexpert.ru/passonline

TABELA 9 — Predigdo de Atividade Bioldgica.

MOLECULAS Atividade Biolégica Pa Pi
Antagonista de andrégeno 0,900 0,002
Tratamento de disturbios da préstata 0,736 0,006
(CPA) Pivé Antineoplasico 0,742 0,019
Tratamento de hiperplasia prostatica (benigna) 0,624 0,004
Inibidor de expressédo AR 0,485 0,029
Tratamento do cancer de préstata 0,402 0,021
Antagonista de andrégeno 0,710 0,003
ZINC34176694 Antineoplasico (linfoma nao-Hodkin) 0,655 0,008
Prostate disorders treatment 0,327 0,062
Antagonista de Andrégeno 0,993 0,002
ZINC03876158 Antineoplasico (linfoma ndo-Hodkin) 0,647 0,008
Inibidor de expressdo AR 0,599 0,013
Tratamento de disturbios da préstata 0,523 0,019
Tratamento de disturbios da préstata 0,485 0,023
Antagonista de andrégeno 0,450 0,004
Antineoplasico 0,484 0,077
ZINC04097308 Antimetastatico 0,440 0,035
Antineoplasico (linfoma ndo-Hodkin) 0,427 0,084
Tratamento de hiperplasia prostatica (benigna) 0,365 0,013
Anticarcinogénico 0,362 0,038
Antineoplasico (linfoma nao-Hodkin) 0,648 0,008
Antineoplasico (myeloma multiplo) 0,391 0,026
ZINC03977981 Antimetastatico 0,363 0,058
Antagonista de andrégeno 0,150 0,014
Tratamento de disturbios da préstata 0,238 0,118
Tratamento de hiperplasia prostatica (benigna) 0,113 0,061

Fonte: O autor (2024)

5.7 LIPOFILICIDADE E SOLUBILIDADE EM AGUA

O servidor SwissADME foi empregado para determinar as caracteristicas de
lipofilicidade e solubilidade em agua das moléculas selecionadas. Essas
propriedades tém impacto na cinética de atuagao dos candidatos a medicamentos,
tornando-os cruciais no processo de identificacdo de novos medicamentos. O

coeficiente de particdo octanol-agua (LogPo/w), que resulta da concentragdo de uma
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molécula em sua forma neutra nas fases orgénica e aquosa, € usado como
referéncia para lipofilicidade (BASTOS et al., 2021; RAMOS et al., 2022). De todas
as propriedades fisico-quimicas medidas e monitoradas em um programa de
otimizagdo quimica a caminho de um candidato a medicamento, a lipofilicidade é a
mais importante, pois influencia as interagdes de ligagao ligante-alvo, solubilidade,
propriedades de ADME (absor¢ao, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo), bem
como os resultados toxicolégicos in vivo e, portanto, a qualidade geral do candidato
a medicamento (LINDSLEY, 2014).

Para avaliar o carater de lipofilicidade em um composto, o servidor
SwissADME fornece cinco modelos disponiveis gratuitamente, ou seja, XLOGP3,
WLOGP, MLOGP, SILICOS-IT e iLOGP, respectivamente. XLOGP3, utiliza uma
abordagem atomistica incluindo dois fatores de correcdo e 87 tipos diferentes de
atomos, onde prevé o valor de log P de um composto de consulta usando o valor de
log P conhecido de um composto de referéncia como ponto de partida (CHENG et
al., 2007); WLOGP, é um método puramente atomistico baseado em sistema
fragmentario (WILDMAN; CRIPPEN, 1999); MLOGP, um modelo de método
topoldégico baseado em uma relagdo linear com 13 descritores moleculares
implementados (MORIGUCHIE et al.,1994); SILICOS-IT, um método hibrido que
utiliza 27 fragmentos e 7 descritores topoldgicos e iLOGP, um método baseado em
fisica que utiliza as energias livres de solvatagdo do n-octanol e da agua calculada
pela equacao do solvente implicito Generalizada de Born e a area superficial
acessivel ao solvente (GB/SA) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

As quatro estruturas selecionadas e a molécula pivé foram analisadas pelo
servidor SwissADME para obter seus valores de lipofilicidade e uma média dos
resultados (Tabela 10). Todas as moléculas preditas apresentaram valores abaixo
de 5 como é proposto por Lipinski para compostos com lipofilicidade desejavel
(LIPINSKI et al., 2001), nenhuma das moléculas analisadas apresentou uma média
superior a pivb. Os valores obtidos nesses estudos variaram de 1,38 a 4,89
caracterizando como altamente lipofilicas e assim atendendo aos critérios exigidos
para candidatos a drogas. Vale destacar as moléculas ZINC03876158,
ZINC04097308, ZINC03977981 que apresentaram uma meédia de Log P dentro do
intervalo O<LogP<3 o que é considerado uma faixa otima para uma melhor

permeabilidade de um farmaco, onde diversos estudos demonstraram que 99% dos
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compostos que exibem mais de 80% de biodisponibilidade oral se enquadram nessa
faixa de intervalo (SUMMERFIELD et al., 2007; LINDSLEY, 2014).

TABELA 10 — Previsao de lipofilicidade através do servidor online SwissADME.

MOLECULAS iLOGP XLOGP WLOGP MLOGP  SILICOS-IT Média LogP

Pivo 3,41 3,64 4,61 3,71 4,51 3,98
ZINC34176694 2,63 3,75 4,89 3,28 4,63 3,84
ZINC03876158 1,48 2,00 3,34 2,45 3,19 2,49
ZINC04097308 3,15 1,38 2,92 1,73 3,03 2,44
ZINC03977981 2,69 2,48 3,21 1,74 3,03 2,63

Fonte: O autor (2024)

A 4gua é um solvente onipresente na quimica e na vida. Portanto, ndo é
surpresa que a solubilidade em agua (Log S) de compostos tenha um papel
fundamental em varios dominios, incluindo, entre outros, a descoberta de
medicamentos. Ela é uma das propriedades farmacocinéticas mais importante na
descoberta de medicamentos, pois afeta a absor¢cdo, a biodisponibilidade e a
toxicidade dos candidatos a medicamentos (SORKUN; KHETAN; ER, 2019; LEE et
al., 2022; RYU et al., 2022). Prever a solubilidade também é essencial para a
descoberta de drogas em estagio inicial, pois compostos insoluveis podem n&o estar
disponiveis para ensaios bioquimicos. Por essas razbes, a previsao in silico de

solubilidade tem sido fortemente empregada (RYU et al., 2022).

O servidor online SwissADME fornece trés métodos topoldgicos referentes a
solubilidade em agua, sdo eles: o método ESOL (DELANEY, 2004), método Ali (ALl
et al., 2012) e o método SILICOS-IT (TAYLOR et al., 2012). Os valores de LogS das
moléculas para o método ESOL variaram entre -4,88 e -3,28, para o método Ali
entre -5,14 e -2,94 e para o método SILICO-IT entre -5,00 e -3,37 (Tabela 11). A
molécula ZINC34176694 apresentou uma solubilidade moderada (Média LogS -
5,01), pois os valores de LogS estdo entre -4 e -6, 0 que sugere que sua
solubilizacdo em agua sO6 € possivel com solventes organicos, assim como a
molécula pivé (Média LogS -4,63) (LIMA et al., 2022). As moléculas ZINC03876158,
ZINC04097308, ZINC03977981 apresentam uma boa solubilidade em funcdo dos
valores da média de LogS estarem no intervalo de -2 a -4, demonstrando que essas

moléculas sao teoricamente soluveis em fluidos biolégicos pelos valores
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apresentados de solubilidade (LogS > -5) (ALI et al., 2012). Esses dados sao
fundamentais para futuros ensaios in Vvitro, visando validar os métodos

computacionais abordados nesse estudo (FERREIRA et al., 2019).

TABELA 11 — Previsédo de solubilidade em agua (LogS) através do servidor online
SwissADME*.

MOLECULAS ESOL Ali SILICOS-TI Média LogS
Pivd -4,52 (ms) -4,60 (ms) -4,78 (ms) -4,63 (ms)
ZINC34176694 -4,88 (ms) -5,14 (ms) -5,00 (ms) -5,01 (ms)
ZINC03876158 -3,37 (s) -3,19 (s) -3,37 (s) -3,31 (s)
ZINC04097308 -3,28 (s) -2,94 (s) -3,48 (s) -3,23 (s)
ZINC03977981 -4,08 (ms) -4,08 (ms) -3,49 (s) -3,88 (s)

* Solubilidade (s = Soluvel, ms = Moderadamente sollvel, ps = Pouco soluvel)
Fonte: O autor (2024)

5.8 SIMULACOES DE DINAMICA MOLECULAR

Os valores de RMSD (Figura 23) ao longo de 100ns indicam estabilidade
estrutural significativa para todos os ligantes estudados, incluindo o composto pivd
CPA e os compostos ZINC34176694, ZINC03876158, ZINC04097308 e
ZINC03977981. A auséncia de desvios notaveis reforca que os ligantes
permaneceram adequadamente ancorados no sitio ativo do receptor androgénico.
Esta estabilidade conformacional sugere que os ligantes possuem conformagdes
energeticamente favoraveis, confirmando a solidez das interacdes entre proteina-
ligante e a capacidade dos compostos em manter interacbes estaveis durante o
periodo de simulagéo.

Os resultados da dindmica molecular complementam os dados de docking
molecular e MMGBSA. Compostos como ZINC34176694 e ZINC03876158
apresentaram interagdes hidrofébicas e de van der Waals particularmente
destacadas, desempenhando papel fundamental na estabilidade do complexo
proteina-ligante. Por outro lado, a forte contribuigdo eletrostatica em compostos
como ZINC03977981 e ZINCO03876158 reforca o papel dessas interagdes na
ancoragem e estabilidade das moléculas no sitio ativo.
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A analise das interagdes especificas com residuos-chave (ASN705, ARG752
e MET780) evidencia a importancia de determinados aminoacidos no
reconhecimento e na estabilizagdo dos ligantes, o que pode servir como ponto de
partida para modificagdes estruturais futuras nos compostos.

A estabilidade destas interacdes indica que estes compostos sdo
promissores para futuras investigacbes como moduladores de receptores
androgénicos.

Figura 23 — Analise da estabilidade conformacional dos sistemas ao longo de 100ns
de simulagao DM. A espinha dorsal da proteina é representada em preto em todos
os graficos, enquanto as cores para representar os ligantes variam. Os graficos
RMSD foram construidos em relagdo aos sistemas obtidos apds as etapas de
minimizagao, aquecimento e equilibrio. (a) AR-CPA, (b) AR-ZINC34176694, (c) AR-
ZINC03876158, (d) AR-ZINC04097308 e (e) AR-ZINC03977981.
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5.8.1 Energia livre de ligagao MM/GBSA

Os valores de AGMM-GBSA apresentados na Tabela 12 corroboram os
resultados obtidos na dindmica molecular, destacando a molécula ZINC34176694
como a mais promissora, com a maior afinidade de ligagéo (-56,42 kcal/mol). Isto
reforca os resultados de docking molecular, onde ZINC34176694 também
demonstrou a maior afinidade de ligacao (-10,850 kcal/mol). Além disso, apresentou

a maior contribuicdo de van der Waals (AEvdW = -61,75 kcal/mol), superando o
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composto pivd CPA (AEvdW = -57,89 kcal/mol). Essa contribuigao significativa indica
que interagcbes hidrofdbicas desempenham papel central em sua estabilidade no
sitio ativo.

Tabela 12 — Valores de energia de afinidade (valores em kcal/mol). AEvdW,
contribuicdes das interagdes de van der Waals; AEele, energia eletrostatica; AGGB,
energia de solvatagao polar; AGNP, energia de solvatagao apolar; AGbind, afinidade
de ligacéo.

Moléculas AEvdW AEele AGGB AGNP AGMM-GBSA
CPA -57,89 -10,74 21,57 -7,01 -54,08
ZINC34176694 -61,75 -21,79 35,03 -7,91 -56,42
ZINC03876158 -53,85 -27,30 35,64 -6,80 -52,31
ZINC04097308 -58,39 -16,43 30,60 -7,61 -51,83
ZINC03977981 -57,24 -30,28 41,54 -7,52 -53,51

A molécula ZINC03977981, que apresentou 100% de similaridade nas
interacées dos residuos de aminoacidos com o CPA, apresentou AGMM-GBSA de
-53,51 kcal/mol, valor proximo ao da molécula pivd (-54,08 kcal/mol). No entanto, a
contribuigcdo eletrostatica (AEele) para ZINC03977981 foi substancialmente mais
negativa (-30,28 kcal/mol), sugerindo que suas interagdes eletrostaticas
desempenham um papel crucial na estabilidade da ligagao.

Por outro lado, ZINC03876158, que também demonstrou bons resultados de
docking, destacou-se pela sua contribuigao eletrostatica (-27,30 kcal/mol), o que se
correlaciona com a interacdo do hidrogénio observada com o residuo MET780,
essencial para a estabilidade do complexo.

A molécula ZINC04097308, embora tenha apresentado AGMM-GBSA de -
51,83 kcal/mol, menor que os demais, suas interacdes hidrofobicas e de van der
Walls foram consistentes, mantendo estabilidade suficiente no sitio ativo.

A presencga de interagdes hidrofébicas em todos os compostos € consistente
com os resultados de docking que indicam interagbes com 0os mesmos aminoacidos
principais (LEU701, LEU704, MET780, PHE876), demonstrando que as interagdes
hidrofébicas sao cruciais para a estabilidade de ligagdo no sitio ativo.

Os resultados apresentados refletem uma investigagao robusta baseada em

meétodos de dindmica molecular, docking molecular e calculos de energia livre de
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ligacdo (MMGBSA), fornecendo evidéncias convincentes sobre o potencial dos

compostos estudados como moduladores do receptor androgénico (AR).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados tedricos obtidos por meio de analises
computacionais das propriedades farmacocinéticas (ADME), toxicoldgicas, docking
molecular, viabilidade sintética, caracteristicas moleculares, bioatividade, atividade
bioldgica, lipofilicidade, solubilidade e dinamica molecular, concluiu-se que as
moléculas ZINC34176694, ZINC03876158, ZINC04097308 e ZINC03977981
apresentaram desempenhos satisfatorios que permitem prosseguir nos estudos de
desenvolvimento como candidatos a novos farmacos moduladores de receptores
androgénicos.

Nenhuma das moléculas selecionadas apresentou violagdo as regras de
Lipinski. Esses resultados tedricos predizem que os compostos poderdo ser
administrados por via oral.

Depois de todas as avaliagcbes do estudo, € importante salientar que a
molécula ZINC34176694 se apresenta como potencial lider na série, devido a
melhor afinidade de ligagcdo e estabilidade ao longo da simulagdo. No caso, da
molécula ZINC03876158 ela se destaca como uma alternativa interessante com
interagdes eletrostaticas fortes que podem ser otimizadas para melhorar a afinidade
de ligacao. Portanto, as moléculas ZINC34176694 e ZINC03876158 emergem como
as mais promissoras, equilibrando interacbes hidrofébicas e eletrostaticas de
maneira eficiente. As moléculas ZINC04097308 e ZINC03977981 também
apresentam caracteristicas favoraveis, especialmente devido as interacdes
eletrostaticas.

Estudos futuros para avaliagcdo experimental in vitro sdo necessarios para
validar a eficacia biolégica e farmacocinética das moléculas selecionadas.
Realizacdo de estudos adicionais de dindmica molecular em condi¢cdes variadas
(ex.: pH, forga ibnica) para refinar os modelos. Modificagbes estruturais nos
compostos lideres para otimizar o equilibrio entre hidrofobicidade e eletrostatica,
visando aumentar a seletividade e poténcia.

Essa analise reforga o potencial da triagem virtual realizada e orienta os

préximos passos para o desenvolvimento de novos farmacos.
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