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RESUMO

A angiogénese é um evento essencial para o desenvolvimento normal e homeostase nos tecidos,
entretanto, se for do tipo patogénica pode causar neovasculariza¢do, o que ocorre em doengas
como o cancer. Esse processo de neovasculariza¢do auxilia na nutri¢do do tumor e acelera a
metdstase. O cancer é uma doenca multifatorial, caracterizado pela exacerbada multiplicacao
celular e é considerado um problema de saide ptiblica mundial. O planejamento racional de
drogas, com base na estrutura molecular dos receptores tirosina-quinase, tém sido a estratégia
mais eficiente para o desenvolvimento de farmacos no tratamento de diversas doengas,
inclusive o cancer. Especificamente, a inibi¢ao das ligagdes desses receptores com fatores de
crescimento impede a sinalizagdo celular para eventos essenciais de progressdo tumoral tais
como multiplicacdo, manutencdo e sobrevivéncia das células. O presente trabalho objetivou
construir in silico um peptideo capaz de se ligar especificamente ao receptor KDR (VEGFR-2)
e Midkina (MK), com potencial para inibir a acdo destas proteinas, as quais sdo essenciais no
processo de angiogénese tumoral. Para o desenvolvimento do inibidor foram analizados os
modelos methyl N-(6-propylsulfanyl-1H-benzimidazol-2-yl) carbamate (albendazol) e methyl
N-(6-benzoyl-1H benzimidazol-2-yl) carbamate (mebendazol), compostos com acdo
antitumoral comprovada e que possuem em sua estrutura um anel benzimidazol. O peptideo
desenvolvido neste trabalho, denominado KDRIP (Kinase domain insert receptor inhibitor
peptide), foi recortado a partir de estruturas depositadas no PDB para atenderem as
caracteristicas topologicas dos receptores. Os experimentos in silico tanto para o VEGFR-2
quanto a MK revelaram que KDRIP é energeticamente mais favoravel, do que os modelos
usados como base, levando a uma interacdo com um maior nimero de residuos de interesse do
que os outros inibidores analisados. Portanto, o peptideo desenvolvido representa um potencial
inibidor do VEGFR-2 e MK, um candidato a firmaco para o desenvolvimento de medicamentos
mais eficientes para o tratamento dos canceres que estas moléculas estejam envolvidas, que esta

livre de royaltes e passivo de ser patenteado.

Palavras-chave: Antitumoral. Antiangiogénese. VEGFR-2. Midkina.



ABSTRACT

Angiogenesis is an essential event for normal development and homeostasis in the tissues.
However, if it is of the pathogenic type it can cause neovascularization, which occurs in diseases
such as cancer. This process of neovascularization aids in tumor nutrition and accelerates
metastasis. Cancer is a multifactorial disease characterized by exacerbated cell multiplication
and it is considered a global public health problem. Rational drug planning, based on the
molecular structure of tyrosine kinase receptors, has been the most efficient strategy for the
development of drugs in the treatment of various diseases, including cancer. Specifically,
inhibition of binding of these receptors to growth factors prevents cell signaling for essential
events of tumor progression, such as multiplication, maintenance and survival of cells. The aim
of the present work was to construct a peptide capable of specifically binding to the KDR
(VEGFR-2) and Midkina (MK) receptor, in silico, with potential to inhibit the action of these
proteins, which are essential in the process of tumor angiogenesis. For the development of the
peptide were analyzed the models methyl N- (6-propylsulfanyl-1H-benzimidazol-2-yl)
carbamate (Albendazole) and methyl N- (6-benzoyl-1H benzimidazol-2-yl) carbamate
(Mebendazole), compounds with proven antitumor action and having in their structure a
benzimidazole ring. The peptide developed in this work, called KDRIP (Kinase domain
receptor receptor inhibitor peptide), was cut from structures deposited in the PDB to meet the
topological characteristics of the receptors. In silico experiments for both VEGFR-2 and MK
revealed that KDRIP is energetically more favorable than the base templates, leading to an
interaction with a greater number of residues of interest than the other inhibitors analyzed.
Therefore, the developed peptide represents a potential inhibitor of VEGFR-2 and MK proteins,
a drug candidate for the development of more efficient drugs for the treatment of the cancers

that these molecules are involved in, which is free of royalties and passive to be patented.

Keywords: Antitumoral. Antiangiogenesis. VEGFR-2. Midkine.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca multifatorial, caracterizado pela exacerbada multiplicacdao
celular e tem sido considerado um problema de saide publica mundial. Em células normais o
processo de divisao celular ocorre de forma localizada, autolimitada e controlada por sinais
fisiol6gicos, sendo um mecanismo essencial para manter o equilibrio dindmico do organismo e
formar ou regenerar tecidos. Em células neoplésicas ocorre a multiplicacdo de forma anormal
e as células perdem as caracteristicas iniciais do tecido, passando assim, a ndao responder aos
estimulos que controlam a homeostase tecidual. Com a multiplica¢do desordenada das células
0 oxigénio e os nutrientes ndo conseguem mais nutrir o tumor. A hipoxia tumoral induz a
ativacdo de genes e fatores de crescimento promovendo assim, a angiogénese. A angiogénese
pode ser definida como a formacao de vasos a partir de vasos pré-existentes, assim as células
passam a ter possibilidade de migracdo e podem atingir outros tecidos e 6rgaos. Essa progressao
tumoral € chamada de metastase (INCA, 2015).

Receptores de tirosina-quinase (RTK) disparan cascatas que cuminam com a
angiogénese, com destaque para VEGFR-2 (FLK-1 ou KDR) quando se ligam ao VEGF. A
busca por substincias inibidores do VEGF e de seus receptores tem sido frequente uma vez
que, a neutralizacdo da atividade biologica dos mesmos regride a vascularizacdo tumoral,
normaliza a vasculatura remanescente do tumor e inibe a formagao de novos vasos, inibindo
assim o crescimento tumoral (DESHPANDE, PYSZ, WILLMANN, 2010). Desse modo, o
VEGEF e seus receptores sdo usados como alvos moleculares para tipos de cancer na qual o fator
€ superexpresso.

Por outro lado, a elevada expressdo de um fator de crescimento chamado midkina (MK)
Além dos VEGF, um outro fator de crescimento a midkna (MK) também tem sido descrita
como promotor da multiplicagcdo celular e indutor da angiogénense, favorecendo a progressao
tumoral. Devido as essas caracteristica a midkina, tem sido alvo bioquimico para
desenvolvimento de drogas o tratamento de diversas doengas como esclerose multipla, doengas
renais e principalmente cancer (KODOMATSU; MURAMATSU, 2014).

A terapia para o tratamento do cancer durante décadas ficou limitada a procedimentos
cirirgicos, radioterapia e uso de quimioterapia com toxicidade alta e eficiéncia varidvel.
Entretanto, a maioria dos quimioterdpicos disponiveis no mercado, atualmente disponiveis no
mercado, sdo inespecificos e agem a nivel de DNA, o que leva a interferir em também € em

células de tecidos sauddveis. Assim a busca por novos farmacos que atuem em alvos
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moleculares seletivos € de extrema importincia para o desenvolvimento de novos
medicamentos para o cancer que sejam mais eficientes, mais especificos e que levam a menos
consequéncias danosas ao organismo (VERBRIDGE et al., 2010, PRADO, 2014).

Nesse sentido, a utilizagao de ferramentas computacionais t€ém sido muito utilizada para
o desenvolvimento de novas drogas. Os avancos na drea de biotecnologia, o desenvolvimento
de sistemas computacionais e a construcao de bancos de biomoléculas possibilitam o desenho
de novas drogas racionalmente baseada em alvos bioquimicos, bem como o entendimento do
mecanismo de moléculas de interesse farmacoldgico. O planejamento racional de drogas, com
base na estrutura molecular e no mecanismo de a¢do, tem sido a estratégia mais eficiente, uma
vez que possibilita a otimizacdo em todas as fases de producdo sintese de substincias
farmacologicamente terapéutica (DURRANT; MCCAMMON, 2011).

O docking molecular (ancoragem molecular) € um método in silico que permite estimar
a energia livre de ligacdo entre a proteina e o ligante, antes mesmo da sua sintese. Os custos
computacionais com esse tipo de estudo sdo bem menores, se comparados aos gastos
laboratoriais despendidos ao sintetizar e testar farmacologicamente vérios compostos. Esta
importante ferramenta tem sido usada para identificar compostos que ndo servem para serem
designados como alvo, e desenhar os possiveis candidatos que apresentariam uma boa interacao
com o sitio ativo do receptor de interesse (RODRIGUES et al., 2012).

A partir da ancoragem molecular, sdo obtidas diferentes conformacdes espaciais do
ligante, possibilitando ao analista identificar qual dentre estas € a mais provdvel na interacao
ligante-alvo. A partir de cada conformacao espacial, sdo obtidas energias livres de ligagcdo (entre
ligante e alvo). A menor energia € considerada a mais provavel para justificar a conformagao
da interac@o possibilitando selecionar moléculas com potencial farmacolégico (KITCHEN,
2004).

Portanto, o uso dessa ferramenta computacional para constru¢ao de um peptideo capaz
de se ligar especificamente ao VEGFR-2 e a midkina representa uma estratégia relevante na
busca de novas moléculas candidatas a farmacos antiangiogénico, por inibi¢do da acdo dessas

proteinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Construir in silico um peptideo capaz de se ligar especificamente ao receptor KDR
(VEGFR-2) e Midkina (MK), com potencial para inibir a agao destas proteinas.

2.2 ESPECIFICOS

e (Caracterizar estruturalmente os dominios de ligagdo KDR (VEGFR-2) e seus potenciais
para inibicdo da atividade de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da midkina
(MK);

e Estudar a topologia de superficie do receptor KDR (VEGFR-2) e dos ligantes, o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da midkina (MK);

e Construir e validar um modelo tridimensional do peptideo por meio de modelagem
molecular por similaridade;

e Estudar as interacdes moleculares e a afinidade de ligagcao entre o peptideo e o receptor
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2) e entre o peptideo e a midkina,

através do Docking Molecular.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER

3.1.1 Epidemiologia e etiologia

O cancer € uma problematica de saide publica mundial sendo responsavel por 12% das
mortes no mundo, o que corresponde a aproximadamente 6 milhdes de mortes por ano. Em
paises desenvolvidos, as taxas de incidéncia sdo superiores se comparadas a dos paises em
desenvolvimento. Estima-se que em paises desenvolvidos 10 milhdes de novos casos sdo
diagnosticados por ano e em paises em desenvolvimento esse numero chega a 5,5 milhdes de
novos casos. Cerca de 60% do total de novos casos anuais do mundo ocorrem na Africa, Asia
e América Central e do Sul. Estas regides sdo responsdveis por 70% das mortes por cancer no
mundo (WHO, 2015).

Nos Estados Unidos em 2014, segundo o Nacional Center for Health Statistica foram
diagnosticados 1.665.540 novos casos de cancer e 585.720 mortes causadas pela doenca,
fazendo com que a cada 4 mortes no pais 1 seja causada pela doenca (SIEGEL et al., 2014). No
Brasil em 2016, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontou a ocorréncia e diagndstico de
595.070 novos casos de cancer no pais, sendo 46% homens e 54% em mulheres.

Em paises em desenvolvimento os tipos de canceres mais incidentes sdo os canceres de
pele ndo melanoma, préstata, pulmao, colo retal e estbmago para os de sexo masculino; e os
canceres mais frequentes em pessoas do sexo feminino sdao os de pele nio melanoma, mama,
colo retal, colo de ttero e de pulmao. A perspectiva da Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
€ que a taxa de mortalidade por cincer continue aumentando, podendo alcancar em 2030
numeros proximos de 11,5 milhdes de 6bitos, o que corresponde a um crescimento de 51%
(INCA, 2014).

As causas que levam ao surgimento do cancer sdo variadas e podem ser divididas em
causas genotipicas ou internas e fenotipicas ou externas. As causas internas ou genotipicas estao
na maioria dos casos, associados a mutagdes genéticas, que esta relacionado com a capacidade
do individuo se defender de agressdes externas. Em células normais estdo presentes genes com
capacidade de suprir alteracdes malignas, genes denominados supressores de tumor ou
antioncogenes. Em individuos com neoplasia ocorre mutagdo desse gene o que possibilita a

formacdo dos mais diversos tipos de cancer. As causas externas ou fenotipicas estdo
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relacionadas com o meio no qual o individuo estd exposto, e inclui meio ambiente, hédbitos e
costumes que podem induzir alteracdes celulares (MARTENS, 2011; ACS, 2014).

O processo de desenvolvimento da neoplasia é complexo e divide-se em vadrias etapas,
onde, em geral ocorre mais de uma mutacdo génica. Processos celulares importantes, como
crescimento, diferenciacio e apoptose sao regulados por sistemas de sinalizacdo célula-célula,
por sinais extracelulares (fatores de crescimento) e citocinas (BERNARDI; JACQUES-SILVA;
LENZ, 2003). A divisao celular pode ocorrer em resposta a fatores de crescimento, que atuam
sobre receptores de membrana tirosino-quinase, € leva a sintese de DNA.

A ativacdo de oncogenes ou a inativacdo de genes supressores de tumor pode resultar
na proliferacdo desordenada, ja que a progressao, no ciclo celular, depende da homeostase entre
fatores regulatorios positivos e negativos. As forcas regulatérias envolvem fatores de
crescimento, uma série de ciclinas e cinases ciclina dependentes que estimulam a célula a entrar
no ciclo celular (LOPES et. al., 2010; CUNHA, BOURROUL; SILVA, 2014). Para que ocorra
o processo de ativacdo de genes e sintese proteica, as ciclicas se ligam as cinases ciclina
dependentes ativando-as e liberando substrato de modo que ocorra a transcri¢do. A agdo das
ciclinas sdo moduladas por proteinas que se ligam as cinases ciclina dependentes inibindo-as.
A formacdo dessas proteinas € induzida por genes chamados de supressores, como o gene p53
e o gene do retinoblastoma (FETT-CONTE; SALLES, 2002; CHARI et al., 2009).

Em casos de lesdes no DNA, esses genes inibem o ciclo celular em pontos especificos
e fazem o reparo. Caso ndo seja possivel reparar o dano do DNA, a sinalizag@o ocorre no sentido
de estabelecer a apoptose (morte celular programada). Em células cancerosas, esse controle do
ciclo celular € perdido, e faz com que a célula apresente anormalidade na funcdo dos fatores de
crescimento, fun¢do anormal da ciclina e da cinase ciclo dependente, sintese anormal de DNA

e diminui¢cdo dos fatores regulatorios em decorréncia de mutagdes nos genes supressores de

tumor (TEIXEIRA et al., 2011; COSSI; LIMA; ANDRADE, 2015).

3.1.2 Patologia

O Cancer, também chamado de neoplasia maligna ou tumor maligno, ¢ um termo
universal utilizado para grupo de doencas que se caracterizam pela multiplicagdo desordenada
de células que invadem tecidos e Orgdos. As células cancerosas possuem propriedades
bioquimicas, morfolégicas e funcionais variadas. Como possui alto indice mitético, seu

crescimento € extremamente ripido, o que ndo ocorre com O estroma, que se desenvolve
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lentamente levando muitas vezes resultando em necrose, hemorragias e ulceragdes (WHO,
2015).

Devido a perda de diferenciacdo das células, as neoplasias malignas apresentam formas
atipicas variadas, além de alteracdes na membrana plasmaética, o que as tornam menos aderentes
entre si e facilita o deslocamento da colonia neoplasica. Esse fato permite a movimentagado e
infiltracdo das células cancerosas em tecidos adjacentes, migracdo em vasos sanguineos e
linféticos, e a partir deles, migram para outras regides do corpo e induz a formagdes de outros
tumores, evento denominado metastase (PAJUTTI, 2009). O processo de metéstase € altamente
complexo e depende da interacdo entre células malignas e diversos produtos génicos, como
moléculas de adesdo, enzimas e fatores de crescimento que favorecem a angiogénese. Devido
ao crescimento tumoral e a intensa vascularizagdo o limite entre o cancer e regides adjacentes
sdo pouco definidos e em muitos casos em torno da lesdo principal existem corddes de células
neoplésicas que podem originar outros tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

HANAHAN e WEINBERG (2000) relatam seis caracteristicas que as células cancerosas
possuem. Essa capacidade bioldgica diferenciada € adquirida durante o desenvolvimento de
varios estdgios dos tumores, € constituem o principio organizador para racionalizar as
complexidades do cancer. Entre as caracteristicas descritas estdo: a sustentacao da sinalizacao
proliferativa, insensibilidade a fatores anticrescimento (supressores tumorais), resisténcia a
morte celular (evasdo a apoptose), imortalidade replicativa, angiogénese sustentada e invasao e
metdstase. Recentemente acrescentou-se as caracteristicas biolégicas adquiridas por células
tumorais, a reprograma¢do do metabolismo energético, deficiéncia na atuacdo do sistema
imune, inflamagdo e alteracdes gendmicas. Todos esses tracos compdem o microambiente

tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

3.1.3 Angiogénese

A angiogénese € um evento essencial para o desenvolvimento normal e homeostase nos
tecidos, e consiste na formac¢do de uma nova vasculatura a partir de vasos ja existentes, como
vénulas e capilares (RISAU, 1997). Defini¢do do termo angiogénese foi proposta em 1971, a
partir de um estudo, no qual isolaram de linhagens neopldsicas humana, o fator de angiogénese
tumoral (tumor angiogenesis fator) (FOLKMAN, 1971). O processo de angiogénese ocorre na
embriogénese, no desenvolvimento de tecidos, formacdo de 6vulos e no processo de
cicatrizacdo (FOLKMAN, 2007). Entretanto, a angiogénese pode ser do tipo patoldgica e causar

neovasculariza¢do, como ocorre em algumas doengas como: retinopatia proliferativa, diabetes
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mellitus e crescimento tumoral, podendo ainda, acelerar a metdstase (SANTOS; FREITAS;
MIRANDA, 2007; CAPP et al., 2009).

O processo de angiogénese da- se a partir da sinalizac¢do, por hipoxia e liberacdo de
fatores de crescimento (FOLKMAN, 2003). Em primeiro estdgio ocorre a ativacdo das células
endoteliais dos vasos existentes, e a degradacio da membrana basal adjacente. Uma vez
degradada, por intermédio da atividade de proteases, serinas, células epiteliais, células do
sistema imunoldgico e os fibroblastos, a membrana basal € invadida por células endoteliais
livres. Posteriormente, as células endoteliais irdo se proliferar e, por intermédio de fatores de
crescimento, formar de novos brotos capilares (LAMALICE et al, 2007; ADANS; ALITALO,
2007). Finalizando o processo de angiogénese ocorre a formacdo de alcas capilares e
determinac¢do da polaridade das células. Para garantir a estabilidade dos vasos recém-formado
células mesenquimais migram e envolvem-os, posteriormente, diferenciando-se em pericitos
ou células musculares lisas (ALITALO; TAMMELA; PETROVA, 2005; PRADO, 2014).

A formagdo de tumor € caracterizada por alteragdes genéticas das células em
transformacdo. Essas mutacdes desencadeiam traducdes erroneas, que geram perda no controle
sobre o ciclo celular (DUNCAN et al., 2008). Desde a década de 60, sabe-se que alteracOes
genéticas sdo responsaveis pelo crescimento tumoral, entretanto, a sobrevivéncia do mesmo
seria limitada, ao atingirem 2 a 3 mm, se ndo fosse o efeito da angiogénese (MEURER, 2003).
O desenvolvimento da massa tumoral até 3 mm ocorre sem limitacdes, uma vez que, mesmo
sem vasos sanguineos recebem nutrientes e oxigénio por difusdo simples. Entretanto, com a
multiplicacdo desordenada das células, o oxigé€nio e os nutrientes passam a se tornar limitados,
o tumor deixa de crescer e morre devido a hipoxia. A partir de entdo conseguiram demostrar
que a atividade mitética das células endoteliais estimulava a formagdo de novos vasos,
concluindo assim que, a angiogénese era um pré-requisito para o desenvolvimento de
neoplasias (FOLKMAN, 1990).

O padrio de crescimento tumoral depende da formacdo de novos vasos e estd
relacionado a diversos fatores locais que estimulam a angiogénese. Muitos sdo os fatores
associados ao processo de vascularizacdo entre esses se destacam: o fator de crescimento de
fibroblastico (bFGF), fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), fator de necrose
tumoral (TNFa e TNFR), fator de transformagdo de crescimento (TGFa e TGFR), fator de
crescimento derivado da heparina, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), moléculas
de adesdo como integrinas e caderinas, fator indutor de hipoxia (HIF), interleucinas 1, 6 e 8

(IL-1, IL-6 e IL-8), ciclooxigenase 2 (COX 2) e as angiopoietinas 1 e 2 (ang-1 e ang- 2), além
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da citocina midkina (MK), forte indutora angiogénica (POURGHOLAMI; MORRIS, 2008;
KARAMYSHEVA, 2008).

A maioria dos fatores de crescimento envolvidos na angiogénese, incluindo o VEGF se
ligam em receptores do tipo tirosina-quinase (TKR), que sdo proteinas transmembrana,
caracterizadas por trés segmentos: um dominio extracelular no qual recebe um ligante
especifico, um dominio transmembrana e um dominio tirosina-quinase citoplasmatico. Quando
ocorre a interacdo entre o ligante (Fator de crescimento) e seu receptor que estava na sua forma
monomérica, une-se formando um dimero. A formacdo do dimero favorece a fosforilacao do
dominio intracelular, através da reacdo entre o ATP e residuos de tirosina. A reagdo continua
com a fosforilacao de proteinas-alvo que possuem um dominio SH2, que possuem um sitio de
reconhecimento para as fosfotirosinas. Essa fosforilacdo intracelular desencadeia uma resposta
em cascata e induz eventos diversos (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010; HANAHAN,
WEINBERG, 2011). Em humanos, foram descritos 58 receptores tirosina-quinase (RTK),
divididos em 20 subfamilias (LEITE et al., 2012).

A comunicacdo intracelular ocorre através de complexos sistemas enzimdticos, que
constituem as vias de sinalizacdo. Entre as vias de sinalizacdo dos fatores de crescimento as
mais importantes sdo as vias PI3K/Akt (Fosfatidilinositol 3-quinase/ proteina quinase) e a via
Ras/Raf/MEK/MAPK, as quais desempenham papel importantes no crescimento, metabolismo,
sobrevivéncia e divisdo celular (MURER, 2008). As vias Ras/Raf/MEK/MAPK e PI3K/Akt
desempenham papéis cruciais na transmissao de sinais provenientes dos receptores de FC para
regular a expressdao génica e evitar a apoptose. Estas vias interagem entre si para regular o
crescimento e, em alguns casos a carcinogénese. Além disso, os fatores dessa via podem estar
mutados ou superexpressos em diversos tipos de cancer (MCCUBREY et al., 2007; STOFFEL,
2010).

3.1.3.1 O Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pertence classe das citocinas, €
também desempenha papel fundamental no processo de angiogénese. E formado pela interacio
de duas proteinas (dimero proteico), que sinaliza e ativa receptores de membrana expressos
geralmente em células epiteliais. O VEGF pertence a classe das glicoproteinas diméricas, e em
humanos, apresenta-se em cinco isoformas a partir do splicing alternativo, sdo elas: VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E, sendo o VEGF-A a mais representativo no processo
de angiogénse (YAMAZAKI et al., 2005). Além disso, € caracterizado como membro da
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superfamilia de fatores de crescimento que possuem uma amarracdo (nd) de cistina (cystine
knot growth superfamily of signaling proteins), formada por 8 residuos de cistina interligados
por pontes dissulfeto (POURGHOLAMI; MORRIS, 2008; FREITAS et al., 2009).

A ativagdo do VEGF resulta na sinalizacdo de uma cascata que exerce funcoes vitais
como proliferacdo, sobrevivencia, migracdo, diferenciacdo celular e aumento da
permeabilidade vascular (ZHANG et al., 2013). O VEGF liga-se de forma seletiva e direta nos
receptores VEGFR-1, VEGFR-2 e¢ VEGFR-3, induz o influxo de cdlcio no citoplasma,
favorecendo o aumento da concentra¢do, mudanca de forma, divisdo e migragdo das células.
Com maior permeabilidade das vénulas as proteinas citoplasmdticas atingem o espago
extracelular e leva a coagulacdo do fibrogénio e depdsito de fibrina que serd utilizada como
matriz para formacao de novos vasos. Esses eventos precedem a angiogénese e estdo envolvidos
em diversos processos fisiolégicos e patoldgicos, e faz com que o VEGF seja um importante
mediador da angiogénse (FATIMA; PAPA, 2010)

A secrecdo excretada por diversos fatores de crescimento e citocinas, incluindo, PDGF,
EGF, TNF-0, TGF-a e IL-1, induz a transcricdo do mRNA do VEGF (HICKLIN; ELLIS, 2005;
BRITO; SHIAVON; MARANA, 2011). Na formacao de novos vasos, o VEGF atua ligando-se
as células endoteliais e ativa receptores de membrana que pertencem a familia da tirosina
quinase, sdo esses: VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 ou KDR), e VEGFR-3 (Flt4); sendo o
VEGFR-2 o mais representativo receptor nas células do epitélio de vasos sanguineos. Esses
receptores possuem atividade da tirosina quinase, que sdo enzimas que catalisam a conversao
do grupo fosfato da adenosina trifosfato (ATP) para residuos tirosina em outras proteinas
(fosforilagdo) (SHIBUYA; CLAESSON-WELSH, 2006; POURGHOLAMI; MORRIS, 2008).
A transducdo de sinais dos receptores tirosina-quinase compreende basicamente cinco etapas
bioquimicas. Em primeiro momento, ocorre a interagdo entre o ligante e o receptor, essa
interacdo promove a dimerizacdo do receptor, ativacio da tirosina quinase e fosforizacdo do
receptor e por fim ocorre a ligacdo e ativagao de proteinas que adaptam os sitios de fosforilacao
(CAPP et al., 2009, VELASCO; SANCHEZ; GUZMAN, 2016).

A sintese de VEGF € decorrente de uma série de mecanismos. Condi¢des de hipoxia
desencadeada pelo fator de inducdo de hipoxia (HIF-1a), promove a expressao do RNAm do
VEGEF e é responsavel por regular a expressdo de mais de 70 genes envolvidos no processo de
formacdo de novos vasos, apoptose e glicdlise. Concentragdes baixas de oxigénio e nutrientes
indicam a necessidade de vascularizacdo, o que ird ativar o HIF-1a e consequentemente induzir
angiogénse (TAMMELA et al., 2005; VIEIRA et al., 2005). O aumento da atividade do HIF-1

estd correlacionado com o grau de angiogé€nese tumoral, desse modo, a inativacao ou inibicao
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dos fatores de angiogé€nese pode ter intimeras aplicacdes terapéuticas para cancer (HICKLIN;
ELLIS, 2005; ZHANG et al., 2013; ESWARAPPA; FOX, 2015).

De fato, o aumento da expressdo do VEGF estd associada com a progressdo do tumor e
um pior progndstico em diversos tumores, como os carcinomas colorretal (KABBINAVAR et
al., 2003), gastrintestinal, (BROWN et al., 1993), de mama (SCHNEIDER; MILLER, 1997),
de préstata, de cabeca e pescoco (EISMA; SPIRO; KREUTZER, 1997; BERKMAN et al.,
1997), renal (RINI; SMALL, 2005), de pulmdo (STEFANOU et al., 2004; , ERIKSSON et al.,
2006), de ovarios (DUNCAN et al., 2006), de colo uterino (GUIDI et al., 1995), melanoma
(UGUREL et al., 2001) e tumores da tireoide (VIEIRA et al., 2005), portanto representa um

alvo para doenca.

3.1.3.2 Midkina (MK)

Midkina (MK ou MDK), também conhecido como Fator de estimulag¢do do crescimento
neural 2 (NEGF-2), € uma proteina que, em seres humanos € codificada pelo gene MDK. A
midkina pertence a familia de fatores de crescimento de ligacdo a heparina, que desempenha
diversos papeis fisiolégicos tais como o crescimento de fibroblastos, sobrevivéncia de
neurdnios e expressdo de quimiocinas, entretanto, ela também tem sido descrita como forte
papel nos processos de angiogénese tumoral (ZHAO; YANG; LU, 2012).

Esta proteina € altamente expressa no periodo gestacional uma vez que favorece a
multiplicacdo celular, entretanto, € um processo controlado e apds o término da gestacdo a
expressdao da midkina é cessada. . Em patologias como o céancer, ocorre um aumento na
expressao da proteina que promove uma multiplicacdo celular e inducao da angiogénese, o que
favorece a progressdo tumoral (KISHIDA; KODOMATSU, 2013). Devido as essas
caracteristica a midkina, tem sido alvo bioquimico para desenvolvimento de drogas o
tratamento de diversas doencas como esclerose multipla, doengas renais e principalmente
cancer (KODOMATSU; MURAMATSU, 2014).

O gene da midkina foi identificado em 1997 (TAKATA; MURAMATSU;
MURAMATSU, 1997), em uma biblioteca de DN Ac de linhagens de teratocarcinoma testicular
(HM-1). Posteriormente, o gene foi identificado em vérias espécies de animais € em humanos.
A MK ¢ altamente expressa em muitos tumores malignos, incluindo o de pulmao, esdfago,
estdmago, célon, hepatocelular, mama, renal e carcinoma pancredtico (HAO et al., 2013), e em
tecidos normais € expressa em concentragdes muito baixas ou nio estd presente (MAEDA;

SHINCHI; KURAHARA; 2007). KOSUGI e colaboradores (2012) relatam que a midkina
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apresenta funcdes bioldgicas no sistema nervoso, em processos inflamatérios e em doencas
como cancer. Sendo assim, o potencial de atuacdo da MK como biomarcador para diagnostico,
progndstico e tratamento dessas doencas € inquestiondvel (YU et al., 2013; MATUSIEWICZ
et al., 2014).

A MK é uma proteina de peso molecular de 13 kDa e estruturalmente composta por dois
dominios formados por trés fitas B antiparalelas (Figura 1). A familia Midkina, é composta por
dois membros a MK e a pleiotropina (PTN), e é caracterizada pela presenca de aminodcidos
basicos, pelo par de residuos de cisteina altamente conservados e presenca de dois dominios
(N-terminal e C-terminal) sendo ambas as proteinas compostas de trés fitas § antiparalelas (LIM
et al., 2013). Entretanto, na MK a ligacdo a heparina se dd principalmente no dominio C-
terminal nos dois sitios, sitio I (K79, K102 e R81) e sitio II (K86, K87 e R89), enquanto que na
PTN a ligacdo ocorre em ambos os dominios (N-terminal e C-terminal) (MARAMATSU, 2002;
KADOMATSU et al, 2004).

Figura 1- Organiza¢do do dominio de midkina (MK) e a estrutura tridimensional dos dominios

e dois sitios de ligacao da heparina no C-dominio.
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Em vérias linhagens de neoplasia humana, a hipoxia € induzida pela expressao da MK.
Desse modo, o crescimento do tumor e o aumento das citocinas do nivel sérico em pacientes

com cancer estdo ligados a MK (RYDEN; BOIESEN; JONSSON, 2004). Estudos mostraram

uma correlacdo positiva no aumento do RNAm e a expressdao da proteina com o tamanho e
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malignidade do tumor. Ao injetar a MK em ratos, observaram o aumento da densidade de vasos
e a proliferacdo de células endoteliais no tumor (MURAMAKI et al., 2003). Em células
endoteliais de tecidos de tumores neurais foi encontrada uma elevada expressao da MK, o que
sugere, que esse tipo de células representa uma fonte de MK durante o processo de angiogénese
tumoral (MASHOUR et al, 2001). Dai e colaboradores (2007) demostraram que
olinucleotideos antissense contra a MK inibiu o crescimento de células endoteliais, e
consequentemente a angiogénses in vitro. A inibicdo da MK estd ainda correlacionada com
supressdo da angiogénese induzida por VEGF em carcinoma de células escamosas bucais
(MASAI et. al., 2016). Assim, a inibicao da MK, fator chave no desenvolvimento de neoplasia,
¢ um importante alvo bioquimico para desenvolvimento de novas drogas (MUTSUKO et al.,

2009; WECKBACH et al., 2012).

3.2 DESENVOLVIMENTO DE DROGAS

3.2.1 Inovacao de farmacos: Estado da arte

A inovagdo tecnoldgica € um fator diferencial na competitividade entre empresas e
paises. A inovacdo de farmacos é um processo altamente complexo, longo e oneroso, podendo
ultrapassar 1 bilhdo de délares atualmente. O desenvolvimento de produtos tecnolégicos deve
ser dividido em etapas e cada etapa deve ser bem planejada de modo a prever que os casos de
insucesso sejam interrompidos o quanto antes. Para que uma nova tecnologia chegue ao
mercado sdo requeridos muitos anos desde pesquisa até o desenvolvimento final da droga
(GUIDO; OLIVA, 2009). A descoberta de biomoléculas com potencial farmacolégico pode
ocorrer através de quatro formas distintas, sendo elas: ao acaso, fontes naturais, fontes sintéticas
e virtuais (in silico) (TAVARES, 2014).

A sintese de farmacos € um importante capitulo no desenvolvimento de drogas, uma vez
que, permite a constru¢do de moléculas altamente complexas. Além disso, a sintese organica
possibilita a otimizagdo do processo permitindo desse modo, melhores rendimentos e alto grau
de pureza. O acido acetilsalicilico € considerado um farmaco sintético pioneiro. Baseado na
salicina, produto natural obtido de folhas e casca do salgueiro-branco, o dcido acetilsalicilico
(AAS) foi sintetizado em 1897 pelo quimico alemao Felix Hoffman e deu origem a primeira
patente na drea de medicamentos. A droga sintética desenvolvida por Hoffman possui a¢ao anti-
inflamatoria, antipirética, analgésica e atua como antiagregante plaquetdrio. (MENEGATTI,

MANSUR, BARREIRO, 2001).
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O processo de P&D passou por modificagdes notdveis ao longo do tempo. Na década
de 50 os programas de pesquisas utilizavam estratégias de modificacao estrutural e otimizagao
de compostos. A partir de 1960, com a criacdo do computador de acesso multiplo e a criacio
do primeiro Banco de dados de proteinas (Protein Data Bank (PDB)), foi possivel utilizar
estratégias de modificacdio a nivel molecular. As estratégias de modificacdo molecular
possibilitaram o desenvolvimento de uma droga biliondria, o captopril (GUETERRES et al.,
2014).

Os avangos na década de 80 voltados para biologia molecular possibilitou a
compreensdo de alvos bioquimicos o que favoreceu o desenvolvimento de drogas de forma
racional, baseadas no mecanismo de acdo desejado e nos alvos bioquimicos. Esses avangos
favoreceram ainda o desenvolvimento de ferramentas computacionais, € a partir de entdo,
andlise de receptores e ligantes passaram a ser possivel (HACKE et al., 2014).

Nas ultimas duas décadas o desenho racional de farmacos vém sendo o mais eficiente
para se chegar em inovagdes e aos poucos vem se consolidando, uma vez que, torna possivel
obter farmacos reduzindo tempo e custo de pesquisa e desenvolvimento. A aplicacdo dessa
ferramenta na indudstria farmacéutica teve um impacto positivo no processo de pesquisa €
desenvolvimento (P&D), e nas exigéncias requeridas para introdu¢cdo de uma nova droga no
mercado. O desenvolvimento de drogas baseadas no desenho racional proporciona a industria
farmacéutica, meios para substituir métodos de busca empirica e aleatéria de substincias com
acdo farmacoldgica. A utilizacdo do desenho de drogas visa realizar uma abordagem planejada
e racional de um produto, utilizando moléculas especificas, desenhadas para atuar em locais ou

patdgenos especificos (VIEIRA; OHAYON, 2006).

3.2.2 Aspectos historicos e contemporaneos da terapia farmacolégica do cancer

No inicio do século XX foram relatados os primeiros estudos para desenvolvimento de
agentes quimioterdpicos. O quimico alemao Paul Ehrlich € tido como um dos pioneiros nesse
estudo e buscava através de triagens reduzir o nimero de substancias que poderiam suprimir
tumores transplantados em ratos, o que possibilitaria conhecer e selecionar substancias com
menor potencial toxico e maior capacidade de supressao de tumores (PAPAC, 2001).

Em 1937 foi criado nos Estados Unidos o Instituto Nacional de Cancer (National
Cancer Institute- NCI-USA), e a partir de entdo comecgaram a ser desenvolvidos estudos para o
desenvolvimento de drogas, sendo inseridas no arsenal quimioterdpico mostardas nitrogenadas

para o tratamento de linfomas, e hormonios para o tratamento de cancer associados as gonadas.
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Em 1955, foi criado o Centro Nacional de Servigcos em Quimioterapia do Cancer, primeiro
nicleo mundial especializado em tratamento de pacientes com cancer, o que favoreceu o
desenvolvimento de terapias mais eficientes (TAVARES, 2014).

No final dos anos 50 como a evolu¢do da biologia molecular, surgi a fluorouracila, um
antimetabolito que interfere na duplicagdo e transcri¢do do DNA. Embora o mecanismo de ac¢do
desse farmaco ainda ndo ter sido completamente elucidado, a acdo mais provdvel € que seja
pela ligagdo do fluorodeoxiribonucleotideo monofosfatado, um metabdlito da droga a timilidato
sintetase, inativando-a e impedindo a sintese das timinas e consequentemente a sintese do DNA
(PANDOUPEFO et al., 2005). Em 1960 ocorreu outra grande descoberta: os alcaloides da vinca
(Catharanthus roseus). Essas substancias atuam ligando-se as P-tubulinas inibindo a
polimerizacdo dos microtubulos, e as principais drogas representantes dessa classe sdo a
vimblastina e vincristina, aprovados pela FDA em 1963 e 1965 respectivamente (BRANDAO
et al., 2010).

No inicio da década de 70 o arsenal quimioterdpico ganha mais um aliado. Extraido do
Taxus brevifiolia, o taxol atua diretamente sobre o microtubulo, impedindo a despolimerizacao
das moléculas de tubulina. Este mecanismo de a¢do, impede a manuten¢do da homeostase entre
as formas da tubulina, que ocorre no citoplasma, e dessa forma deixa de exercer funcgdes
fundamentais como: conducdo de cromossomos durante a fase de mitose, transdug@o de sinais
intracelular, além do ndo mantimento da estrutura da célula, o que faz com que nao haja
multiplicacdo celular (SCHIFF; FANT; HORWITZ, 1979; NICOLAOU et al., 1994).

Nas ultimas duas décadas surge os primeiros fairmacos baseado na terapia-alvo, dirigida
aos ligantes (fatores de crescimento) e aos seus receptores ou ainda as biomoléculas envolvidas
nas vias de sinalizacdo tumoral. Devido a especificidade da terapia-alvo a pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas baseada em ligante/ receptor tem sido promissora (LEITE et
al., 2012). Os avangos na compreensao da biologia do cancer permitiram um manejo clinico e
desenvolvimento de farmacos menos danosos ao paciente. O crescente conhecimento molecular
e das vias de sinalizacdo de receptores tirosina-quinase possibilitaram o desenvolvimento de
diversas terapias alvo, incluindo os inibidores de tirosina-quinase (TKIs) e os anticorpos
monoclonais (MABS) que também atuam inibindo fatores de crescimento e seus receptores
(LEITE et al., 2012). A Figura 2 traz a linha cronoldgica do avanco de drogas utilizadas para

tratamento do cincer do dltimo século.
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Figura 2- Linha cronolégica das inovagdes terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer.
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Fonte: Adaptado de AL et al., 2012; TAVARES, 2014.

Apesar dos avangos no desenvolvimento de drogas, o tratamento contra o cancer ainda
€ complexo e oneroso. Muitos tratamentos sdo eficazes, entretanto, muito toxicos afetando
orgdos sadios, limitando o emprego de quimioterapicos e reduzindo as chances de sucesso do
tratamento. Além disso, outro impedimento da eficdcia da terapia antitumoral € a resisténcia
que as células cancerosas vém adquirindo aos quimioterdpicos. Muitos mecanismos de
resisténcia t€m sido descobertos, entretanto, essa continua sendo a principal causa de morte de
pacientes com cancer (SA, 2014). Outro fator que tem limitado o tratamento de céncer sio os
altos custos. A Figura 3 mostra os custos totais para o SUS (Sistema tnico de Saide) com
tratamento oncolégico dos anos de 2000 a 2007. Esses valores compreendem custo com cirurgia

oncolégica, radioterapia e quimioterapia (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
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Figura 3- Valores pagos pelo tratamento oncolégico, SUS- Brasil (2000-2007).
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2009.

3.2.2.1 Inibidores da tirosina-quinase e anticorpos monoclonais

Atualmente, as principais abordagens terapéuticas que envolvem receptores sao
baseadas no uso de pequenas moléculas inibidoras da tirosina-quinase (do inglés, Tyrosine
Kinase Inhibitors ou TKls) e Anticorpos monoclonais (do inglé€s, Monoclonal Antibodies ou
MAbs) (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010; LEITE et al., 2012). Bem mais especificos que
os farmacos usados até entdo, os farmacos que atuam via tirosina-quinase ligam-se aos
receptores de membrana especificos impedindo assim que a célula sinalize para acdes
essenciais, como multiplicacdo, manutencdo e sobrevivéncia da célula (TAVARES, 2014).

Os TKIs sao moléculas que impedem a fosforilagdo do dominio citoplasmatico tirosina-
quinase e assim competem pelo sitio de ligacdo do ATP. Sem a ativagdo do grupo fosfato ndo
ha ativag@o da cascata de sinalizacdo. Essas moléculas podem atuar de forma reversivel ou
irreversivel e ainda podem ligar-se a um receptor ou varios (terapia multialvo) (FAUSEL,
2007). Alguns dos TKIs disponiveis s@o relativamente especificos para o receptor como por
exemplo, os farmacos Erlotinibe e o Gefitinibe, especificos para o fator de crescimento
epidérmico (EGFR).

Mais comumente, os farmacos sdo desenvolvidos para atuar em mais de um alvo, por
exemplo: sunitinibe, axinibe, tivozanibe e sorafenibe , todos atuando no VEGFR-2 de forma
especifica ou ndo. O nome IUPAC, estrutura 2D e férmula quimica desses farmacos estdo

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1- Nome e IUPAC, estrutura 2D e férmula quimica de farmacos inibidores de

VEGFR-2.

NOME/ SISTEMA IUPAC

ESTRUTURA 2D

FORMULA
QUIMICA

SUNITINIBE

IUPAC:

N- (2-diethylaminoethyl) -5- [
(Z)-(5-fluoro-2-oxo-1H-indol-3-
vlidene)methyl]-2,4-dimethyl-

1H-pyrrole-3-carboxamide

/"“‘j

H+

C22H>7F N4O;

AXITINIBE

IUPAC:

N-Methyl-2- [[3-[(E)-2-pyridin-
2-ylethenyl]-1H-indazol-6-
ylsulfanyl]benzamide

C»HisN,OS

SORAFENIBE

IUPAC:

4-[4-[[4-chloro-3-
(trifluoromethyl)phenyl]
carbamoylamino] phenoxy]-N-

methyl-pyridine-2-carboxamide

C21H16ClF3N403

Continuagdo
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Continua

TIVOZANIBE
IUPAC:
1-[2-chloro-4-(6,7-

C»H9CIN4Os

dimethoxyquinolin-4-

yvl)oxyphenyl]-3-(5-methyl-1,2-

oxazol-3-yl)urea

Fonte: Protein Data Bank (PDB).

O sunitinibe (Sutent®, Pfizer) € um farmaco aprovado pela Food and Drug
Administrations (FDA) em 2006 para o tratamento de carcinomas renais e gastrointestinais. E
uma droga multialvo que atua inibindo multiplos receptores da tirosina-quinase que estao
implicados no crescimento tumoral, na neoangiogénese e na progressao do cancer. O sunitinibe
foi identificado como inibidor os receptores do fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGFRa e PDGFR), receptores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1,
VEGFR-2 e VEGFR-3), receptor do fator das células estaminais (KIT), receptor Fms-like da
tirosina-quinase 3 (FLT3), receptor do fator estimulador de colonias (CSF-1R) e o receptor do
fator neutrotréfico derivado de células gliais (RET) (SHUKLA et. al., 2009). O Sunitinibe exibe
atividade antitumoral e antiangiongénica estudada tanto in vitro como in vivo (MENDEL,;
LAIRD; XIN, 2003).

Axitinibe (Inlyta®, Pfizer) € um potente inibidor que atua de forma seletiva no fator
de crescimento endotelial vascular (VEGFR), receptores de 1, 2 e 3. Estudos pré-clinicos
sugerem que Axitinibe possui atividade antitumoral, uma vez que atua inibindo a angiogénese.
Foi aprovado pela FDA para o tratamento de cancer de rins avangado (RIXE et al., 2007).

O Sorafenibe (Nexavar®, Bayer) € um inibidor de multiplas tirosina-quinases, que age
tanto nas células tumorais como nas células vasculares do tumor. Seu mecanismo de acdo
consiste na inibicao tanto de receptores (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3, PDGFR-f, c-KIT,
FLT-3 e RET) quanto das vias intracelulares RAS/RAF/ MAPK (WILHELM; CATER; TANG,
2004). Estudos mostram a eficiéncia desse farmaco em carcinomas hepatocelular, carcinoma
de células renais e carcinoma de tireoide (STRUMBERG, 2005).

Tivozanibe (AVEO Pharmaceuticals) é um potente e seletivo inibidor do fator de
crescimento do endotélio vascular, atuando nos receptores 1, 2 e 3. Além disso, inibe outros
receptores como o fator de crescimento derivado de plaquetas. O farmaco atua inibindo
formacdo de novos vasos sanguineos que levam ao crescimento das células cancerigenas e é

usando no tratamento de cancer renal e cancer gastrico (MOTZER et al., 2010).
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MABs s3ao imunoproteinas capazes de reconhecer e ligar-se a antigenos tumorais
especificos (alvos), desencadeando respostas imunoldgicas. Assim, as células normais sdo
poupadas e provocam efeitos menos toxicos que a quimioterapia tradicional. Esses agentes
atuam através de varios mecanismos, como por exemplo, bloquear receptores ou fatores de
crescimento essenciais a c€lula, induzir apoptose, ligar-se a alvos celulares e recrutar fungdes,
como citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC) ou citotoxidade complemento
dependente (CDC) (TRIKHA; YAN; NAKADA; 2002). Os Mabs atuam de modo especifico,
por exemplo, o Bevacizumabe atua como anti-VEGF e é usado em pacientes com glioblastoma
e cancer de mama (VITRY et al., 2015); Trastuzumabe (anti-HER2) usado para tratamento de
cancer de mama e adenoma géstrico e Cetuximabe (anti-EGFR) usado para tratamento de

cancer de cabeca e pescoco (LEITE, 2012).

3.2.3 Potencial antitumoral de farmacos com anel benzimidazolico

O Benzimidazol (BNS) (Tabela 2) é parte da estrutura de muitos farmacos comumente
utilizados tanto para tratamentos veterinarios quando para humanos. Os BNS sdo um grupo de
compostos heterociclicos que tem mostrando uma ampla atividade anti-helmintica de largo
espectro. Eles sdo utilizados como antinematédeos e agentes antiprotozodrios. Recentemente,
devido a sua capacidade de atuar no processo de mitose, o BNS vem sendo citado como agente

antitumoral (POURGHOLAMI et al., 2005).

Tabela 2- Estrutura quimica, férmula molecular e peso molecular do benzimidazol.

Estrutura Formula molecular Peso molecular
C7HgN> 118.139 g/mol
H
~ "?:""?'M __'_,_,hi
. = [ \
P
N S
- o - HH

Fonte: PubChem Data Base.

O albendazol e o mebendazol sdo farmacos que possuem na sua estrutura o anel

benzimidazolico e seuas estruturas podem ser verificadas na Tabela 3.
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Tabela 3- Estrutura quimicas de derivados bioativos do benzimidazol analisadas para
desenvolvimento do peptideo inibidor.

Nome Estrutura 2D Foérmula
Molecular
ALBENDAZOL
C12H15N30:S

/\/"3 NH
H.C
NH
T

0 CH,

MEBENDAZOL
o Ci6H13N303

NH
sgevsy

\
o CH,

Fonte: PubChem Data Base.

Albendazol € um carbamato benzoimidazdlico de amplo especto com efeito anti-
helmintico e antiprotozodrios, usado mundialmente tanto para nematoides intestinais e
teciduais, quanto para formas larvérias de alguns cestédeos. Possui atividade larvicida, ovicida
e vermicida, exercendo efeito anti-helmintico através da inibicao da polimerizagdo da tubulina
(DEL ROSARIO, 2016). Os inibidores de tubulina, como o albendazol, t€ém atraido muita
atencdo, uma vez que podem atuar como agentes antitumorais € antimitéticos e estdo sendo
utilizados como agentes quimioterapéuticos. Estudos mostram a acdo antitumoral do
albendazol frente a diversas linhagens de cancer (POURGHOLAMI, 2001;
POURGHOLAMI et al., 2006; POURGHOLAMI, WANGOO, MORRIS, 2008; MORRIS;
JOURDAN; KRALOVA et al, 2013; NOORANI et al., 2015; HANUSOVA et al., 2015;
CASTRO et al., 2016).

O mebendazol € um benzimidazdlico sintético que apresenta um amplo espectro de
atividade anti-helmintica, sendo eficaz contra um grande nimero de espécies de nematddeos
(AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2008). E um agente ativo frente a nematddeos e cestoides,

sendo utilizado na terapéutica humana e animal, principalmente para combater as parasitoses
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do limen intestinal (KUMAR et al., 2008). A acdo anti-helmintica do mebendazol est4
relacionada com a desregulacdo dos microtibulos e consequentemente interrupcdo do ciclo
normal de divisdo celular. Esta caracteristica faz com que o mebendazol exiba propriedades
antitumoral in vitro e in vivo (SASAKI et al., 2002), relatadas por uma gama de autores frente
a diversos tipos de cancer (MUKHOPADHYAY et al.,, 2001; DOUDICAN et al., 2008;
NYGREN et al., 2013; BAI et al., 2014; NYGREN; LARISSON, 2014; HANUSOVA et al.,
2015; PINTO et al., 2015).

3.2.4 Potencial antitumoral de peptideos

Peptideos s3o polimeros de cadeia curta de aminodcidos (ndo superiores a 100
aminodcidos) que desempenham func¢des proeminentes no sistema enddcrino (hormonios),
fatores de liberacio de hormodnios, neuromoduladores e neurotransmissores. Essas
biomoléculas vém sendo muito estudadas por apresentarem grande diversidade quimica, que os
tornam capazes de ligar-se a alvos fundamentais que influenciam os processos fisioldgicos,
como a coagulacdo sanguinea, hemostasia nos sistemas cardiovascular e nervoso, além de,
ligar-se aos receptores de membrana responsdveis por transducdo de sinais (GEORGIEVA et
al., 2008). Além disso, as interacOes proteina-peptideo sdo vitais para a célula, pois, atuam como
mediadoras, inibem ou servem como componentes estruturais em quase 40% de todas as
interacdes macromoleculares, e sao frequentemente associados a doencas, tornando-os
interessantes para o desenho de drogas proteicas (TRELLET; MELQUIOND; BONVIN, 2013).

Os polimeros de cadeia curta possuem trés caracteristicas desejdveis para o
desenvolvimento de farmacos, sdo elas: tamanho molecular reduzido, baixo peso molecular e
baixa imogenicidade. Por apresentarem tamanho molecular pequeno (compostos por até 50
aminodcidos) esses peptideos sdao carreados no sangue e nos tecidos sadios rapidamente e
devido ao seu baixo peso molecular € rapida e homogénea a penetracao no tumor, o que permite
um esquema terapéutico que envolva a administragdo de doses multiplas (PAJUTTI, 2009).

A alta especificidade, o tamanho reduzido, a estabilidade de estrutura e a possibilidade
de sintese t€ém tornado os peptideos uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
protétipos de novas drogas e testes diagndstico/ progndstico para doengas que nao responde aos
farmacos disponiveis, como € o caso da neoplasia maligna (CALVETE et al., 2009). A tabela

4 mostra a diversidade de peptideos estudados e suas respectivas atividades terapéuticas.
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PEPTIDEO ACAO ALVO REFERENCIA
AGAP Antitumoral Linfoma, leucemia, glioma humano, cancer de célon CAO et al., 2010
Alfa-defensina Antitumoral Adenocarcinoma de pulmao XU et al., 2008

Aplidine Indutor de apoptose Melanoma, células de pulmao, ovario FAIVRE et al., 2005
Bacteriocina Antibacteriana Entereococcus faecalis AMORTEGUI, 2014
Brevinin-R2 Antitumoral Leucemia, linfoma, carcinoma de célon, fibrosarcoma, GHAVAMI et al., 2008

adenocarcinoma de mama, carcinoma de pulmao

Buforin llb Indutor de apoptose Leucemia, cancer de mama, melanoma, rim, ovario, LEE et al., 2008
prostata e cancer de célon

Cn-AMP1 Antitumoral Adenocarcinoma coloretal SILVA et al., 2012

Cn-AMP1 Antibacteriana Bacilus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas MANDAL et al. , 2009

aeruginosa, Staphylococcus aureus

Continua
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Tabela 4- Peptideos e suas respectivas acdes e alvo farmacolégico.

Continuagdo
CPAP Antitumoral Cancer de figado humano WANG, ZANG, 2013
CrACP1 Antitumoral Cancer epiderm6ide humano, carcinoma de MANDAL et al., 2012
cblon
CS5931 Antitumoral Cancinoma colorretal humano CHENG et al., 2012
Ctriporin Antibacteriano e antiftingico Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, FAN et al., 2011
Staphylococcus epidermidis, Candida albicans
Gomesina Antifiingica Candida albicans ROSSI et al., 2012
Hemofiminas Antitumoral Cancer de panceas, adenocarcinoma de célon, ZAMPELILA et al., 2009
gliobastoma
LL-37 Antitumoral Cancer de Ovario CHUANG et al., 2009
Lunasina Antitumoral Cancer de Mama HSIEH et al., 2005
MERE 15 Antitumoral Adenocarcionoma de pulmao WANG et al., 2012

Continua
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Continuagdo

Microlonina A

Inibidor de apoptose

Cancer de Mama

ZHANG; LONGLEY,
1999

Pandinin 2 Antibacteriana e antifiingica Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, CORZO et al., 2001
Entereococcus faecalis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus
PG1 Antifiingica Candida albicans CHO et al., 1998
Pg-AMP1 Antibacteriana Klebsiella sp., Proteus sp. PEREGRINI et al., 2009
PvD1 Antifiingica Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida GAMES et al., 2008
tropicalis,Saccharomyces cerevisiae
RA-XVII Antitumoral Leucemia HITOTSUYANAGI et al.,
2004

Simpostantina 1

Inibi¢do da multiplicacdo de

células

Tumor de c6lon e mama

MOOBERRY et al., 2003

Continua
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Continuag¢do

StAP1

Tabela 1- Peptideos e suas respectivas acdes e alvo farmacoldgico.

Indutor de apoptose

Leucemia

MENDIETA et al., 2010

cus aureus, Candida albicans

GUO et al., 2013

Vulgarinin

Inibi¢do da multiplicagdo

celular

Leucemia, cancer de mama

WONG; NG, 2005
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3.2.5 Ferramentas computacionais no desenho racional de drogas

O avanco da biotecnologia, biologia molecular e o desenvolvimento de sistemas
computacionais possibilitou a constru¢cdo de moléculas mais especificas desenhadas de forma
16gica e baseada em alvos bioquimicos. O desenho racional de farmacos parte da escolha de um
alvo especifico, em geral, uma proteina. O desenvolvimento racional de uma droga para o
cancer é extensivo, complexo e envolve refinamento molecular estrutural, a fim de otimizar
propriedades fisico-quimicas do ligante em funcao do alvo terapéutico. O objetivo principal do
desenho de droga € desenvolver um fadrmaco que apresente do ponto de vista bioquimico a
melhor interacdo com o receptor (molécula-alvo) (ALONSO; BLIZNYNK; GREADY, 2006).

Os estudos de sequenciamento de nucleotideos e aminodcidos proporcionaram a
compreensdo de genomas inteiros e com o auxilio de técnicas moleculares € possivel determinar
a fungdo de genes especificos, o que acelera a descoberta de alvos farmacoldgicos, uma vez que
interacdo proteina-proteina, proteina-acido nucleico e farmaco- 4cido nucleico desempenham
papel fundamental em diversos processos fisiolégicos e patolégicos (HERNANDEZ-
SANTOYO, et al., 2006). Apesar desses avancos, a determinacao de estrutura tridimensional
de moléculas continua sendo um desafio para casos especiais, uma vez que as técnicas mais
usadas, cristalografia de raios X (CR-X) e Ressonancia Magnética Nuclear (NMR), sd@o muito
onerosas € complexas, além disso, muitas vezes € necessdrio estudos mais avangados para
determinac¢do da dinamica molecular (DURRANT; MCCAMMON, 2011).

A compreensdo da estrutura conformacional das moléculas é determinante no desenho
de novas drogas, uma vez que possibilita verificar se existe interacdo com o alvo terapéutico.
Alguns bancos de dados como o PDB, disponibilizam a estrutura dimensional de proteinas
determinadas por NMR e CR-X, e a partir de entdo, é possivel determinar regides de ligacdo e
apontar possiveis estruturas que se ligam a regido alvo desejada (ROSE et al., 2013; FINN et
al., 2014).

O docking molecular € uma ferramenta computacional que permitem verificar as
caracteristicas de ligacdo entre receptores e ligantes. Além disso, a partir do procedimento de
ancoragem molecular € possivel predizer a conformagao e a dire¢do dos ligantes no sitio ativo
da molécula, verificar a energia de ligagcdo entre o complexo (proteina-ligante), e quantificar a
energia de interagdo dos complexos. A partir da energia livre padrao de Gibbs (AGL) € possivel
estimar o grau de afinidade entre o receptor (molécula-alvo) e o ligante (droga) DURRANT;

MCCAMMON, 2011).
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No processo de P&D, muitos estudos sdo realizados a fim de mapear moléculas com
determinada acdo terapéutica e avaliar a interacdo entre molécula-alvo/ligante (KITCHEN,
2004). O docking molecular tem ganhado relevincia como ferramenta auxiliar no processo de
desenvolvimento de novas drogas. Além disso, é uma técnica que estd em desenvolvimento
continuo, sempre buscando criar e aprimorar algoritmos para que o ambiente computacional
simule fielmente as condi¢des biologicas (OLIVEIRA; ALENCAR- FILIHO;
VASCONCELLOS, 2014)

Apesar das vantagens das ferramentas computacionais, a técnica de docking molecular
apresenta alguns limitantes, sendo a principal, a ndo utilizacdo de todos os fatores de interacao
bioldgica. Essas limitacdes podem ser atribuidas a falta de flexibilidade da proteina, ou ainda,
a determinagdo simplista das caracteristicas energéticas da molécula (TERAMOTO &
FUKUNISHI, 2007). Para sanar essas limitacdes tem sido utilizado o melhoramento de
algoritmos de docking molecular, bem como abordagens mais refinadas que sdo
computacionalmente custosas como a dindmica molecular (YURIEVA; AGOSTINO;

RAMSLAND, 2001).

O HADDOCK ¢ um software de ancoragem que permite a modelagem e predi¢dao da
estrutura tridimensional de um complexo biomolecular, a partir de estruturas individuais do
receptor e do ligante. A principal interface do Haddock € uma plataforma online de acesso
gratuito, que permite a insercao dos dados das coordenadas atdmicas individuais, do receptor e
ligante, e permite entrada dos dados de residuos ativos de cada uma das moléculas. O software
dispde ainda de um sistema avancado para usudrios que desejam explorar toda gama de dados
experimentais e personalizar o processo de ancoragem. O servidor possui acesso de um cluster
dedicado e infraestrutura GRID e-RMN, o que possibilita uma corrida de ancoragem
relativamente ripida, que pode levar de alguns minutos a algumas horas (DE VRIES; VAN
DIJK; BONVIN, 2010).

Os resultados sdo pelo Haddock disponibilizados para download e dispde de
informacdes como: dados de entrada, nimero de clusters, valores das energias individuais (Van
der Waals, eletrostéticas, de solvatacao e restri¢des de violagdo energéticas), area de superficie
enterrada (BSA) em angstrom e o Z-score. Além disso, sdo disponibilizados os arquivos PDB
dos complexos (receptor-ligante) das quatro melhores estruturas de cada cluster (VAN

ZUNDERT; BONVIN, 2014).
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4. MATERIAL E METODOS

No decorrer deste trabalho os residuos que compde o peptideo desenvolvido, sua

estrutura ou qualquer informacdo que possa comprometer o sigilo da molécula serdo

apresentados com tarjas | uma vez que outros testes serdo realizados para verificar a

acdo aqui predita, e assim a molécula poderd ser depositada como patente junto ao INPL.

4.1 PLANEJAMENTO DO PEPTIDEO DE LIGACAO AO VEGFR-2 E A MK

As caracteristicas estruturais do methyl N-(6-propylsulfanyl-1H-benzimidazol-2-
yvl)carbamate (Albendazol) e methyl N-(6-benzoyl-1H benzimidazol-2-yl carbamate)
(mebendazol) foram usadas como modelos para a elabora¢do de um inibidor do VEGFR-2. Para

o desenvolvimento do peptideo, um tripeptideo foi recortado e desenhado utilizando a estrutura

terciaria da proteina ativa depositada no Protein data bank (code:

). Esta estrutura foi escolhida por possuir regido com semelhanca de sequéncia com o

peptideo racionalizado, desse modo foi requerida poucas mutacdes. Utilizou-se a cadeia A da

proteina e a regidao mutada foi a dos residuos| |, | | e (Figura 4). Para

o desenho e otimizagao do inibidor foi utilizado o software WinCoot 0.8.4.

Figura 4- Sequéncia FASTA |
Em vermelho regido usada para desenho do peptideo.

4.2 ESTUDO DAS INTERACOES PEPTIDEO-VEGFR-2 E PEPTIDEO-MK

Os testes de ancoragem molecular (Docking) realizados utilizando o Haddock Web
Server foram peptideo-VEGFR-2 e peptideo-MK. Para a interacdo peptideo-VEGFR-2 foi
utilizado como o receptor 2 do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2) de PDB
4AGD, estrutura resolvida via difracdo de raio-X, que possui 353 residuos de aminodcidos

(Figura 5).
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Figura 5- Sequéncia FASTA do Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2), PDB
4AGD

»4AGD: A | PDEID|CHAIN | SEQUENCE
MGGHHHHHHGLEVLEFOGPRTVERANGGELRTGY LS IVHDPDELPLDEHCERLEYDASKWEFFRDRELELGEPLGRG
AFGOVIEADAFGIDETATCRTVAVEMLEEGATHSERRALMSELE ILTHTIGHHLNVVHNLLGACTEPGGFLMVIVEFE
CEFGNLETYLRSKRNEFVEYEVAPEDLYEDFLTLEHLICY SFOVARGMEFLASRECTHRDLAARNILLSEENVVE
ICDFGLARDIYKDPDYVREGDARLPLEWMAPET IFDRVY T IQSDVWSFGVLLWEIFSLGASFYPGVEIDEEFCRR
LEEGTEMRAPDYTT PEMYOTMLDCWHGEPSORPTFSELVEHLGHNLLOANAQCD

Para a interacao peptideo-MK foi utilizado como receptor o dominio C-terminal da MK
de PDB 1MKC, estrutura obtida via Ressonancia magnética nuclear (RMN), contendo 43

residuos de aminodcidos (Figura 6).

Figura 6- Sequéncia FASTA do dominio C-terminal da proteina MK, (PDB: IMKC)

*1MEC:A | PDEID|CHAIN| SEQUENCE
CEYFFENWGACDGGTGTEVRQGT LEEARYNAQUOETIRVTEFRC

Estes mesmos ensaios foram realizados também utilizando o Software Hex 0.8.0,

visando complementar as informagdes energéticas dos complexos.
4.3 ANALIESE DAS INTERACOES DE FARMACOS COM VEGFR-2 E MK

O Software Hex 0.8.0 foi utilizado para analisar as intera¢des dos complexos receptor
VEGFR-2 com peptideo versus com os modelos albendazol, mebendazol, sunitinibe, axitinive,
tovozanibe e sorafenibe quanto aos residuos hot spots, posicdo e energia de ativagdo. Além
dessas, os mesmos critérios foram analisados para os complexos MK com peptideo versus

albendazol e mebendazol.

4.4 ANALISE DAS INTERACOES INTERMOLECULARES

Uma vez que as proteinas sdo constituidas de residuos de aminoécidos ligados de forma
covalente e possuem a capacidade de interagir de modo ndo covalente entre si e formar

complexos (ALENCAR, 2010), as intera¢des intermoleculares de todos os complexos citados
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no item 4.2 e no subitem 4.2.1 foram identificadas utilizando o WinCoot 0.8.4, quanto o tipo e

a distancia das ligacdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARQUITETURA E CONSTRUCAO DE UM PEPIDEO DE LIGACAO AS PROTEINAS
VEGFR-2 E MK

O tripeptideo proposto nesse trabalho, denominado de KDRIP (kinase domain insert

receptor inhibitor peptide), € formado pelos residuos de aminodcidos ,

|e e foi racionalizado com o intuito de se ligar tanto ao

receptor 2 do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2) quanto a midkina (MK),
para impedir as atividades destas proteinas em células cancerosas. A estrutura tridimensional
do KDRIP pode ser visualizada na Figura 7, a qual apresentou dados energéticos ajustados

termodinamicamente estavel, de acordo com o software WinCoot.

Figura 7- Estrutura tridimensional do inibidor desenvolvido (KDRIP).

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no VMD.

5.2 LIGACAO DE KDRIP COM OS ALVOS MOLECULARES VEGFR-2 E MK

As interagdes do peptidio KDRIP com os alvos moleculares VEGFR-2 e MK foram
estudadas ao nivel de sitios de ligagdo dos alvos, os quais retém as atividades bioldgicas, e dos

complexos gerados a partir das interacoes.
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5.2.1 Identificacao do sitio de ligacao do alvo molecular VEGFR-2

O sitio de ligagdo do VEGFR-2 foi descrito por Eldehna e colaboradores (2016), que
relataram que os residuos GLUS885, CYS 919 E ASP 1046 s@o essenciais na inibi¢do do
VEGFR-2. Para fortalecer os dados de Eldehna et al., a andlise dos complexos entre 0 VEGFR-
2 e outros farmacos comercias de estrutura determinada via difracdo de raios X e depositados
no PDB (MC TIGUE et al., 2012) revelou que os residuos GLU917, VAL848, VALS899,
VAL916, LEU 1035, PHE1047 apresentaram interagdes importantes para acio de inibi¢ao do
VEGFR-2. Assim, esses residuos foram tidos como residuos ativos no docking KDRIP-
VEGFR-2.

O receptor VEGFR-2 tirosina quinase vem sendo muito usado como alvo molecular
no desenvolvimento de drogas devido seu importante papel antiangiogénico. A inibi¢do do
VEGFR-2 surgiu como uma abordagem para o desenvolvimento de terapias para muitas
doencas dependentes de angiogénese (AHMED; THOMAS; STEWARD, 2013). Muitos
farmacos comerciais atuam no alvo VEGFR-2 quinase, entre eles o anticorpo monoclonal
bevacizumab e os inibidores sorafenibe, regorafenibe, sunitinibe, axitinibe, vendetanibe,

prozopanibe e carbonitinibe.

5.2.2 Determinacio do sitio de ligacao do alvo molecular MK

De acordo com Maramatsu, dois sitios de ligacdo da proteina MK a heparina foram
identificados localizados no dominio C-terminal, sdo eles: sitio I (K79, K102 e R81) e sitio II
(K86, K87 e R89) (MARAMATSU, 2002; KADOMATSU et al., 2004; MURAMATSU,
2010). Esses sitios de ligacdo a heparina foram usados como residuos ativos da MK para o
docking molecular KDRIP —-MK e como alvo do peptideo desenvolvido.

Estudos publicados mostram uma superexpressio da MK em vdrias patologias,
incluindo isquemia, processos inflamatérios e, notavelmente, em muitos tipos de cancer
(JONO; ANDO, 2010; JONES, 2014). Ao se ligar aos receptores de membrana, a MK ativa
vias de sinalizacdo PI3 e MAP, induzindo a proliferagcdo e angiogénese em células cancerigenas
(HAO, 2013). Desse modo, MK ¢ fator chave no desenvolvimento de neoplasia, ¢ um
importante alvo bioquimico no desenvolvimento de novas drogas (MUTSUKO et al., 2009;

WECKBACH et al., 2012).
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5.2.3 Interacio entre 0 KDRIP e 0 VEGFR-2

O complexo (VEGFR-2 e KDRIP) apresentou intera¢io no sitio de interesse com energia
de ativacdo mais negativa, equivalente a -312,15 kcal/mol. A energia de ativacdo do complexo
VEGFR-2/ KDRIP é bem mais negativa do que as obtidas nos complexos VEGFR-2/albendazol
e VEGFR-2/mebendazol, o que mostra que a ocorréncia de ligacdo entre o VEGFR-2 e o
KDRIP mais favordvel termodinamicamente. O Haddock, para docking VEGFR-2/ KDRIP
agrupou 197 estruturas em 2 clusters, o que representa 98,5% dos modelos refinados. Apenas
o cluster 1 (Tabela 5) possuia Z-score negativo, sendo desse modo o que melhor representava

o complexo.

Tabela 5- Dados do Docking VEGFR-2/ KDRIP gerados pelo Haddock.

HADDOCK score -91.6 +/-3.9
Tamanho do Cluster 163

Energia mais baixa da estrutura global (RMSD) 0.5+/-0.3
Energia de Van der Waals -40.8 +/- 1.6
Energia eletrostatica -93.0 +/-17.2
Energia de solvataciao -33.5+/- 6.0
Energia de restricoes de violacao 13.0 +/- 11.35
Area da superficie enterrada 917.3 +/-32.1
Z-Score -1.0

Fonte: Dados gerados pelo Haddock.

De acordo com as interagdes intermoleculares identificadas, o tripeptideo proposto neste
trabalho apresentou interacdes hidrofébicas com os residuos VAL 848, VAL 899, VAL 916,
CYS 919, LEU 1035 GLU 917 e PHE 1047 e que fazem parte do sitio ativo do VEGFR-2
(Figura 8). Todas as interagdes estdao identificadas na Tabela 6 (interacdes de hidrogénio) e
Tabela 7 (interagdo hidrofébica). Os residuos GLU 885 e ASP 1046 que compdem o sitio ativo

de interesse da proteina em questdo, ndo apresentaram interagdes com o ligante.
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Figura 8- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa VMD 1.9.2 entre o
inibidor desenvolvido (em azul) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2).

Em destaque estdo os seis residuos (em cinza) que compdem os dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no VMD.

MC TIGUE e colaboradores (2012) afirma que tanto a cadeia lateral GLU 885 como a

cadeia ASP 1046 NH apresentam polaridade que reveste o canal de quinase, proporcionando

oportunidades significativas de interagdes direta com TKI para conferir vantagens de

seletividade distintas. Apesar disso, ao analisarmos o PDB do sunitinibe, firmaco com acao

antitumoral aprovado pela FDA, observa-se que ele também ndo interage com esses residuos,

sendo assim possivel inibir o VEGFR-2 mesmo sem a ocorréncia dessa interagao.

Tabela 6- Interagdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre o

KDRIP e o receptor do fator de Crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2).

Residuos do Residuos do VEGFR-2 Distancia (A)
tripeptideo
Phe921 291
Arg 1051 3.09
Asp1052 3.07
] Aspl056 2.61
Asn 923 2.48

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot.
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Tabela 7- Interagdes hidrofébicas identificadas no complexo molecular formado entre o
KDRIP e o Receptor do fator de Crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2).

Residuos do Residuos do VEGFR-2 Interacao Intermolecular
tripeptideo

o Leu 1035* Interagdo hidrofébica
Phe 1047* Interacdo hidrofébica
] Leu 840 Interagdo hidrofébica
Val 848+* Interacdo hidrofébica
:l Ala 866 Interacdo hidrofébica
|:| Phe 918 Interacdo hidrofébica
Val 916* Interacao hidrofébica
| | Cys 919* Interacdo hidrofébica
| | Glu 917%* Interacao hidrofébica
| | Asn 923 Interacdo hidrofébica
Leu 840 Interagdo hidrofébica
Arg 842 Interacao hidrofébica
| | Asn 923 Interacao hidrofébica
| | Phe 1047* Interacdo hidrofébica
[ ] Asp 1052 Interagdo hidrofébica
|7 Asp 1056 Interac@o hidrofébica
Val 899* Interacao hidrofébica
:l Leu 840 Interacdo hidrofébica
| | Leu 890 Interacao hidrofébica
| | Cys 919* Interacdo hidrofébica
| | Phe 921 Interacdo hidrofébica

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo que compde o sitio ativo

As interagdes ndo covalentes sdo extremamente importantes, sendo responsaveis pela
conformagdo e estabilidade das estruturas proteicas. Existem diversos tipos de forgas
intermoleculares ndo-covalentes, sendo as mais comuns em estruturas de proteinas as interagdes
de Van der Walls (interagdo de hidrogénio, dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido e for¢as de
dispersao) e interagdes hidrofébicas (VERLI; BARREIRO, 2005).

5.2.4 Interacao entre o KDRIP e a MK

O complexo midkina/KDRIP apresentou encaixe nos locais de interesse com energia de

ativacdo equivalente a -295,55 kcal/mol. Se comparada com os dockings entre a MK/albendazol

e MK/mebendazol, estruturas usadas como base, o KDRIP apresenta-se mais negativo. Quanto
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maior a negatividade para a energia de ativacdo mais favoravel € a ocorréncia da ligagdo, assim,
esta molécula pode vir a ser uma importante estratégia para a inibicdo das atividades
relacionadas com a midkina no desenvolvimento do cancer.

Para o docking MK/KDRIP o0 HADDOCK agrupou 196 estruturas em 7 clusters, o
que representa 98,0% dos modelos refinados em dgua, uma vez que esse software considera um
nimero miximo para agrupamento de 200. O primeiro cluster € o mais confidvel, uma vez que
apresenta o Z-score mais negativo (VAN ZUNDERT; BONVIN, 2014), como pode-se observar
na Tabela 8, juntamente com os valores individuais de energias, tais como intera¢des de Van
der Waals, energia de solvatagao e restri¢des de violagdao. O haddock gerou um arquivo com as

coordenadas atdmicas do complexo que possibilitou a anélise das intera¢des receptor-ligante.

Tabela 8- Dados do Docking Midkina-KDRIP gerados pelo Haddock.

HADDOCK score -59.9 +/-2.2
Tamanho do Cluster 149

Energia mais baixa da estrutura global (RMSD) 3.9+4/-0.1
Energia de Van der Waals -19.2 +/-2.2
Energia eletrostatica -165.8 +/- 19.5
Energia de solvataciao -7.6+/-19
Energia de restricoes de violacao 0.3 +/-0.20
Area da superficie enterrada 668.3 +/- 5.7
Z-Score -1.4

Fonte: Dados obtidos no Haddock.

De acordo com as interagdes intermoleculares identificadas, o KDRIP apresentou
ligacdo de hidrogénio com o residuo Lys 79, Arg 81 e Lys 102 que compde o sitio I, interagdo
de hidrogénio com Arg 89 e hidrofébica com a Lys 86, que compde o sitio II (Figura 9). Apenas
oresiduo Lys 87, que compdem o sitio ativo de interesse da proteina em questao, ndo apresentou
interagdes com o ligante. Todas as interacdes MK-KDRIP podem ser verificadas na Tabela 9 e

10.



Tabela 9- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre o
inibidor (KDRIP) e a midkina (MK).

Residuos do Residuos da MK Distancia (A)

(KDRIP)

:l Asp68 3.25

|:| Arg 81* 251

| | Lys 86* 341

:l Ala 88 3.46

| Arg 89 2.86

| Lys102* 2.78

[ ] Lys79* 2.79

L] Lys 79* 3.17

[ 1 Lys 102* 2.62

Fonte: Interacdes e distancias verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.

Tabela 10- Interacdes hidrofébicas identificadas no complexo molecular formado entre o
inibidor e a midkina (MK)

Residuos do Residuos da MK Interacao Intermolecular

tripeptideo
| | Tyr 64 Interacdo hidrofébica
| | Lys 86* Interacao hidrofébica
| | Ala 88 Interacdo hidrofébica
| | Trp 69 Interacdo hidrofébica
| | Arg 81% Interacao hidrofébica
| | Tyr64 Interacao hidrofébica
| | Lys86 Interacao hidrofébica
| | Leu85 Interacdo hidrofébica
| | Arg 89* Interacdo hidrofébica
| | Tyr 90 Interacao hidrofébica
:l Trp 69 Interagdo hidrofébica
:l Gly 70 Interagéo hidrofébica

Fonte: Interagdes verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.
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Figura 9- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa VMD 1.9.2 entre o
KDRIP (em azul) e a midkina. Em destaque estao os seis residuos (em cinza) que compdem os
dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no VMD.

5.3 INTERACOES DE OUTROS FARMACOS COM VEGFR-2

5.3.1 Interacao entre o albendazol e 0 VEGFR-2

O docking molecular VEGFR-2- albendazol demostrou que a solugdo com energia de
ativacdo de -171,81 (kcal/mol) apresentou melhor encaixe nos sitios ativos do VEGFR-2. Como
pode ser observado (Figura 10) o albendazol ndo encaixa no bolsdo ativo, entretanto, interage

lateralmente no sitio.
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Figura 10- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o
albendazol (em azul) e o VEGFR-2. Em destaque estdo os seis residuos (em cinza) que
compdem os dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol.

O albendazol apresentou interagdo hidrofébica e ligacdo de hidrogénio com o residuo
GLU 917, que compoe o sitio do VEGFR-2. Os demais residuos que compdem o sitio ativo da
proteina em questdo ndo apresentaram interagdes com o ligante. Todas as interagdes sdao
apresentadas nas Tabela 11 e 12. Assim, o albendazol, apesar de possuir atividade antitumoral
comprovada, possui um nimero reduzido de interacdes com residuos considerados importantes
para a inibi¢do do VEGFR-2. Entretanto, caracteristicas de interacdo do albendazol com o
VEGFR-2 s3o importantes para o desenvolvimento de um inibidor do VEGFR-2, visto que,
esse farmaco possui acdo antitumoral comprovada em testes in vitro e in vivo frente a vérias
linhagens como cancer de ovario (POURGHOLAMI, 2005; POURGHOLAMI, WANGOO,
MORRIS, 2008; NOORANI et al., 2015; HANUSOVA et al., 2015), cancer corretal e
carcinoma hepatocelular (MORRIS; JOURDAN; KRALOVA et al, 2013) e carcinoma de
Erhlich (CASTRO et al., 2016).



Tabela 11- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre o
VEGFR-2 e o Albendazol
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Residuos do VEGFR-2 Distancia (A)
Glu 917* 343
Phe 918 3.28
Thr 864 291

Fonte: Intera¢des verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.

Tabela 12- InteracOes hidrofébicas identificadas no complexo molecular formado entre o
VEGFR-2 e o albendazol.

Residuos da VEGFR-2 Interacao Intermolecular
Val 865 Interacdo hidrofébica
Thr 864 Interacdo hidrofébica
Glu 917* Interacdo hidrofébica
Asn 900 Interacao hidrofébica
Glu 1038 Interacdo hidrofébica
Phe 918 Interacdo hidrofébica

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo que compde o sitio ativo.

5.3.2 Interacao entre o mebendazol e 0o VEGFR-2

O melhor encaixe do mebendazol nos sitios ativos do VEGFR-2 foi o cluster cuja

energia de ativagdo foi de -221,94 (kcal/mol). O mebendazol ligou-se lateralmente ndo

adentrando no bolsdo ativo, entretanto, interagiu com um dos residuos ativos do VEGFR-2

(Figura 11). O mebendazol apresentou interacao hidrofobica e ligacdo de hidrogénio com o

residuo GLU 917, que compde o sitio do VEGFR-2. Os demais residuos que compdem o sitio

ativo da proteina nao apresentaram interacdes com o ligante. Todas as interacdes de hidrogénio

sao apresentadas na Tabela 13 e as intera¢des hidrofobicas sao apresentadas na Tabela 14.
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Figura 11- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o
mebendazol (em azul) e o VEGFR-2. Em destaque estdo os seis residuos (em cinza) que
compdem os dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol.

Apesar de possuir atividade antitumoral comprovada, o0 mebendazol, possui um nimero
reduzido de interagdes com residuos considerados importantes para a inibicdo do VEGFR-2.
Entretanto, as caracteristicas estruturais e de ligacdo do mebendazol com o VEGFR-2 sdo
importantes para o desenvolvimento de um inibidor do VEGFR-2, com a¢do antiangiogénica,
tendo em vista que o mebendazol possui acdo antitumoral descrito para tipos celulares distintos
como cancer de pulmdo (MUKHOPADHYAY et al., 2001), melanoma metastatico
(DOUDICAN et al., 2008); cincer do colorretal NYGREN et al., 2013), meduloblastoma (BAI
et al., 2014), cancer de c6lon metastatico (NYGREN; LARISSON, 2014; HANUSOVA et al.,
2015), e cancer gastrico primdrio (PINTO et al., 2015).
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Tabela 13- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre o
VEGFR-2 e 0 mebendazol.

Residuos do VEGFR-2 Distancia (A)
Glu 917* 3.19
Leu 896 2.80
Glu 1038 2.84
Lys 920 2.63
Val 1041 2.44

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo que compde o sitio ativo.

Tabela 14- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre o
VEGFR-2 e 0 mebendazol

Residuos da VEGFR-2 Interacao Intermolecular
Lys 920 Interacao hidrofébica
Glu 917* Interacdo hidrofébica
Thr 864 Interacdo hidrofébica
Phe 918 Interacao hidrofébica
Val 1041 Interacdo hidrofébica

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo que compde o sitio ativo.

5.3.3 Interacao entre o Farmacos TKIs e 0 VEGFR-2

Para andlise do modelo desenvolvido foi realizada a sobreposicdo do complexo,
VEGFR-2 com peptideo desenvolvido, com complexos VEGFR-2/ inibidores comerciais com
estrutura depositada no PDB. Verificou-se a similaridade nos locais de encaixe do tripeptideo
com os farmacos SUNITINIBE (PBD: 4AGD), AXITINIBE (PDB: 4AGS8), SORAFENIBE
(PDB: 4ASD) e TIVOZANIBE (PDB: 4ASE), todos desenvolvidos para tratamento de cancer
e atuam no VEGFR-2, de forma especifica ou nao.

Se compararmos a sobreposicdo do KDRIP desenvolvido com o Sunitinibe (Figura 12)
podemos observar uma similaridade estrutural entre as duas moléculas e verificar que o
peptideo ligou-se no mesmo local que o farmaco comercial. Mc tigue e colaboradores (2012),
descreve que o sunitinibe realiza uma ligacao de hidrogénio com os residuos CYS 919 e GLU
917 e interag@o hidrofobica com Leu 1035. Ao analisarmos o PDB (4AGD) podemos afirmar
que além dessas interagdes hidrofdbicas descritas, a interagdo hidrofobica com a VAL 848,

VAL 916, VAL899 e PHE 1047 sao de importancia inquestiondvel para ligacdo do farmaco. O



57

docking mostrou que o complexo VEGFR-2 com o fairmaco sunitinibe apresentou encaixe nos

locais de interesse com energia de ativagdao mais negativa de -269.07 kcal/mol.

Figura 12- KDRIP (vermelho) sobreposto ao farmaco SUNITINIBE (azul). (PDB: 4AGD).

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol

A sobreposi¢do do peptideo desenvolvido com o Axitinibe (Figura 13) mostra uma
similaridade estrutural entre as duas moléculas. Além disso, o peptideo liga-se mesmo local que
o farmaco comercial. Na estrutura depositada no PDB (4AG8) os autores descrevem que o
farmaco interage por meio de interacdes de hidrogénio com a LY'S 868, GLU 885 e ASP 1046
e interage de forma hidrofébica com VAL848, VAL 916, LYS 868, LEU 1035, ALA 866, GLY
922 e LEU 820 (MICTIGUE et al., 2012). O complexo VEGFR-2 com o farmaco axinibe
apresentou encaixe nos locais de interesse com energia de ativacdo mais negativa de -248,95

kcal/mol.
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Figura 13- KDRIP (vermelho) sobreposto ao fairmaco AXITINIBE (azul) (4AG8)

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol

A sobreposicdo do KDRIP com o SORAFENIBE (PDB: 4ASD) (Figura 14) mostra que
o peptideo se liga na mesma regido que o farmaco comercial, entretanto, o farmaco consegue
adentrar de forma mais intensa na fenda ativa do receptor se comparado com o tripeptideo. Os
residuos do farmaco que interage com o VEGFR-2 por meio de interacao de hidrogénio sao
PHE 1047, GLU885 e CYS 919. J4 as interacdes hidrofébicas s@o entre os residuos CYS 1045,
PHE 1047, LEU 1035, ALA866, VAL 916, VAL 848, ASP 1046 E LEU 889 (MICTIGUE et
al., 2012). O sorafenibe ndo possui na sua estrutura o anel benzimidazol, mais liga-se no local
do bolsido ativo do VEGFR-2. Se analisarmos o complexo VEGFR-2 com o farmaco sorafenibe
podemos obeservar que o encaixe nos locais de interesse ocorreu com energia de ativagdo mais

negativa de -241,56 kcal/mol.
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Figura 14- KDRIP (vermelho) sobreposto ao fairmaco SORAFENIBE (4ASD)

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol

A Figura 15 mostra a sobreposi¢ao do peptideo desenvolvido com o TIVOZANIBE.
Apesar de ndo possuir em sua estrutura o anel benzimidazol, o Tivozanibe liga-se no bolsdo
ativo do VEGFR-2. A anélise do PDB 4ASD mostra a intera¢do de hidrogénio do farmaco com
0 VEGFR-2 nos residuos CYS 919, ASP 1046 e GLU 885, e interagcdes hidrofébicas com os
residuos LEU 1035, ALA 866, VAL916, PHE 1047, CYS 1045, PHE 918, LEU 840 e VAL
848. O docking entre 0 VEGFR-2 com o farmaco tivozanibe demostrou que o encaixe nos locais

de interesse ocorreu com energia de ativacdo mais negativa de -264,78 kcal/mol.
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Figura 15- KDRIP (vermelho) sobreposto ao farmaco TIVOZANIB (azul) (4ASE)

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol

A Tabela 15 destaca os residuos que compde o sitio ativo do VEGFR-2 e interagem com
os inibidores KDRIP, Sunitinibe, Axinibe, Sorafenibe e Tivozonibe. O KDRIP e o Sunitinibe
interagem com todos os residuos ativos do receptor, exceto, com GLU 885 e ASP 1046. O
Axinibe ndo interge com residuos do sitio ativo do VEGFR-2 CYS 919, GLU 917, VAL 889 e
PHE 1047. O Sunitinibe e Axinibe possuem anel benzimidazol, assim como o albendazol e
mebendazol, usados para desenvolver o KDRIP. Os farmacos Sorafenibe e Tivozanibe ndo
interage com residuos ativos GLU 917 e VAL 899 e apesar que ndo possuirem o anel
benzimidazol, ligam-se no bolsdo ativo e interagem com residuos importantes na inibi¢ao do

VEGFR-2.
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Tabela 15- Interacdes de hidrogénio e hidrofébicas identificadas nos complexos formados
entres os inibidores e o receptor do fator de Crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2).
Residuos VEGFR-2 Residuos VEGFR-2

Molécula (Interacao de (Interacao de hidrofébica)
Hidrogénio)

KDRIP ) Val 848+
Val 899*

Val 916*

Cys 919*

Leu 1035*

Glu 917*

Phe 1047*

SUNITINIBE Cys 919% Leu 1035%*
Glu 917% Val 848*
Val 916*
Val899*

Phe 1047*
AXITINIBE Glu 885* Val848*
Asp 1046* Val 916*

Leu 1035%*

SORAFENIBE Phe 1047* Phe 1047*
Glu 885% Leu 1035%*
Cys 919% Val 916*
Val 848*

Asp 1046*

TIVOZANIBE Cys 919* Leu 1035*
Asp 1046* Val 916*

Glu 885* Phe 1047

Continua
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Continuagdo

Val 848*

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot e Ligand explorer com base nos PDBs. * Residuo que compde o sitio

ativo. (-): Nao interagiu com nenhum dos residuos ativos por meio de interacdo de hidrogénio.

5.4 INTERACOES DE OUTROS FARMACOS COM MK

5.4.1 Docking molecular entre albendazol e MK

Para andlise da interacio MK-albendazol, o docking foi realizado buscando melhor
energia de interacdo com os residuos, sitio I (K79, K102 e R81) e sitio II (K86, K87 e R89),
bem como a energia de ativacdo necessdria para a sua ocorréncia. O docking molecular MK-
albendazol demostrou que a solu¢do com energia de ativacdo de -208,96 kcal/mol apresentou
melhor encaixe nos sitios ativos da MK. O albendazol interagiu lateralmente nos sitios de

interesse como pode ser observado na figura 16.

Figura 16- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o
albendazol (em azul) e a midkina. Em destaque estdo os seis residuos (em cinza) que compdem
os dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol.
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O albendazol apresentou interagdo hidrofébica e ligacdo de hidrogénio com o residuo
Arg 81, que compde o sitio I, e hidrofébica com a Lys 86, que compde o sitio II. Os demais
residuos que compdem o sitio ativo de interesse da proteina em questio ndo apresentaram

interagcdes com o ligante. Todas as interagdes sao apresentadas nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre a
midkina (MK) e o Albendazol

Residuos da MK Distancia (A)
Tyr 64 3.39
Arg 81* 2.44
Ala 88 3.21

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.

Tabela 14- Interacdes hidrofobicas identificadas no complexo molecular formado entre o
albendazol e a midkina (MK)

Residuos da MK Interacao Intermolecular
Lys 63 Interacdo hidrofébica
Lys 65 Interacdo hidrofébica
Phe 66 Interacdo hidrofébica
Asn 68 Interacao hidrofébica
Arg 81% Interacao hidrofébica
Lys 86* Interacdo hidrofébica
Ala 88 Interacao hidrofébica
Tyr 90 Interacao hidrofébica

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.

Os resultados obtidos mostram que, apesar do albendazol possuir acdo antitumoral,
possui interagdo fraca com a MK, uma vez que, possui um ndmero reduzido de interagdes com
residuos importantes para a inibi¢cdo da MK. As caracteristicas de interagdo do albendazol com

a MK sdo dados importantes para o desenvolvimento de um inibidor potencial da midkina.

5.4.2 Docking molecular entre o mebendazol e a MK

Inumeros autores demostram que o mebendazol possui atividade antitumoral in vivo

e in vitro (SASAKI et al., 2002) e possui atividade frente a diversos tipos de céancer
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MUKHOPADHYAY et al., 2001; DOUDICAN et al., 2008; NYGREN et al., 2013; BAl et al.,
2014; NYGREN; LARISSON, 2014; HANUSOVA et al., 2015; PINTO et al., 2015).
Entretanto, o docking molecular entre o firmaco e a MK mostra apenas uma interacdo
hidrofébica (Lys 86) com residuos do sitio ativo (Figura 17). O docking molecular MK-
mebendazol apresentou energia de ativagdo de -215,86 kcal/mol. Todas as interacdes
intermoleculares podem ser observadas nas tabelas 16 e 17.

Figura 17- Visualizacdo do docking molecular realizado pelo programa Hex 8.0 entre o

mebendazol (em azul) e a midkina. Em destaque estao os seis residuos (em cinza) que compdem
os dois sitios de interesse.

Fonte: Dados da pesquisa. Estrutura visualizada no Pymol.

Tabela 16- Interacdes de hidrogénio identificadas no complexo molecular formado entre a
midkina (MK) e o Mebendazol.

Residuos da MK Distancia (A)
Phe 66 2.60
Lys 65 2.65
Tyr 64 3.35

Fonte: Interagdes verificadas no WinCoot.
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Tabela 17- Interacdes hidrofébicas identificadas no complexo molecular formado entre o
mebendazol e a midkina (MK)

Residuos da MK Interacao Intermolecular
Tyr 64 Interacao hidrofébica
Lys 65 Interacao hidrofébica
Phe 66 Interacdo hidrofébica
Glu 67 Interacdo hidrofébia
Asn 68 Interacdo hidrofébica
Lys 86* Interacao hidrofébica

Fonte: Interacdes verificadas no WinCoot. * Residuo do sitio ativo.

5.5 COMPARACAO DA INTERACAO DO KDRIP COM VEGFR-2/ MK VERSUS OUTROS
FARMACOS

A energia de ativacao do complexo entre 0 KDRIP com o VEGFR-2 foi mais negativa,
equivalente a -312,15 kcal/mol, do que aquelas observadas para todos os firmacos comerciais
analisados nesse trabalho (albendazol, mebendazol, sunitinibe, axinibe, sorafenibe e
tovozonibe), o que mostra que a ligacao entre o peptideo desenvolvido com o VEGFR-2 € mais
provavel de ocorrer. Além disso, o KDRIP interage com maior nimero de residuos ativos do
VEGFR-2 se comparados com todos os farmacos comerciais analisados.

Outro fator relevante, superior e inovador do peptideo construido neste trabalho € a
ligacdo especifica com a proteina MK, que apresentou energia de ativacao menor (-295,55) do
que aquelas dos modelos albendazol e mebendazol (-208,96 e -215,86) e ainda interagiu com
maior numeros de residuos do sitio ativo da MK se comparados com os modelos usados neste
trabalho, o que sugere uma dupla funcao dessa molécula potencialmente inibitdria, que supera
a limitacao encontrada em outros farmacos que se ligam a VEGFR-2, os quais atuam em alguns
pacientes e outros ndo. Esta limitacdo estd embasada no polimorfismo dos gendtipos humanos,
que quando a proteina RAS estd mutada, ndo inibe a cascata para a angiogénese, diminuindo a
eficiéncia desses farmacos. Uma vez que a MK entra na célula via VEGFR-2 e sinaliza da
mesma forma que a RAS para angiogénese, um peptidio que possa inibir ambas as proteinas,
VEGFR-2 e MK, tem grande importancia para o controle do cincer de mama, onde se observa
a elevada expressdo das referidas proteinas alvo do KDRIP.

Entre todos os fadrmacos e sobrepostos a complexo VEGFR-2/KDRIP, apresentados

neste trabalho o que mais se assemelha com peptideo desenvolvido (KDRIP) € o sunitinibe,
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uma vez que os locais de ligacdo e as interagdes com os residuos do VEGFR-2 sdo muito
proximos. O sunitinibe atua no tratamento de carcinoma de células renais avancado, no
tratamento de tumores estromais gastrointestinais avancado e tumor neuroenddcrino
pancredtico avangado, ndo passivel de tratamento cirdrgico. Além disso, mostra atividade
promissora em outros tumores tais como o cancer de mama (MILLER; BURSTEIN;
ELIAS,2005), o cancer colorretal (LENZ; ROSEN, 2006 ) e cancro do pulmdo avangado
de células nao pequenas (SOCINSKI; NOVELLO; SANCHEZ, 2006). Essas informacdes
sdo cruciais para determinacio e escolha das linhagens a ser tratadas, in vivo e in vitro,
com inibidor desenvolvido, e assim certificar a atuacdo do KDRIP como agente antitumoral
antiangiogénico. Entretanto, nenhuma correlagdo da acdo do sunitinibe com a proteina MK
foi descrita até o momento.

Outros receptores como fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGFRa e
PDGFRp), receptores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1eVEGFR-3),
receptor do fator das células estaminais (KIT), receptor Fms-like da tirosina-quinase 3 (FLT3),
receptor do fator estimulador de colonias (CSF-1R) e o receptor do fator neutrotréfico derivado
de células gliais (RET), nos quais o Sunitinibe inibe (LE TOURNEAU; RAYMOND; FAIVRE,
2007), poderao ser testados in silico com o ligante KDRIP, a fim de verificar se o mesmo além
de inibir o VEGFR-2 e MK como mostra esse trabalho, atua inibindo outros alvos importantes
para que a angiogénese tumoral ocorra.

O sunitinibe € um medicamento que ainda ndo est4 disponivel na lista de medicamentos
do SUS. Apesar das mais de 400 patentes depositadas no mundo relativas ao sunitinibe, a sua
producdo em larga escala ainda € extremamente onerosa, chegando a aproximadamente 18 mil
reais a caixa para tratamento de um Unico paciente por 4 semanas (NATS, 2012). O KDRIP
mostrou-se promissor nesse aspecto. Por se tratar de um peptideo, a producdo em larga serd
relativamente simples, se comparada a sintese clédssica do sunitinibe, podendo ser obtida via
expressao heteréloga por exemplo. Uma vez realizado os testes in vitro e in vivo e sua atividade
angiogénica certificada, o KDRIP podera ser produzido em sistemas de expressao heterélogos
que oferecem uma producdo com alto grau de controle dos processos finais (Downstream), alto
rendimento e alto grau de pureza (DINIZ, FERREIRA, 2010).

Uma terceira vantagem da molécula construida neste trabalho sobre as demais
comerciais comparadas € se tratar de um peptideo. A aplicacdo de proteinas e peptideos como
moléculas terapéuticas é muito importante para o tratamento de vérias doengas, uma vez que,
estes reconhecem de forma especifica o alvo molecular, como os receptores, e desse modo tem

a capacidade de ativar uma via bioquimica que culmina para efeitos bioldgicos especificos
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devido a fatores como a alta especificidade. Além disso, apresenta atividade em pequenas
concentragdes, quando comparadas com os medicamentos convencionais. A utilizacdo desses
tipos de moléculas para uso nos pacientes com cancer pode possibilitar um tratamento com
menos efeitos colaterais, melhorando a qualidade de vida dessas pessoas (MELO; SILVA-
CUNHA; FIALHO, 2012).

Os peptideos podem ser quimicamente sintetizados e modificados de modo a melhorar
a estabilidade in vivo. A sintese de peptideos em larga escala e em grau clinico de qualidade é
economicamente vidvel, o que favorece uma aplicagado terapéutica. Existe ainda a possibilidade
de expressdo usando sistemas heterdlogos, que atualmente sdo desenvolvidos de forma
relativamente simples e em um rendimento relativamente alto, o que pode reduzir os custos de
producdo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Por essas razdes, os peptideos compde uma

importante classe de drogas competitiva que vém atraindo os olhares da industria farmacéutica.

6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa € possivel concluir que:

I- O inibidor KDRIP desenvolvido foi elaborado a partir do albendazol e
mebendazol, e é um tripeptideo composto por | | | le| |
II- O KDRIP € um ligante energeticamente mais favoravel do que o albendazol e

o mebendazol para interacdoes com VEGFR-2 e MK;

III-  Asligagdes de KDRIP, com receptor com VEGFR-2 e MK, envolvem um
maior nimero de residuos que compdem os sitios ativos de ambas as proteinas,

quando comparada com os dois ligantes modelo (mebendazol e albendazol);

IV- O KDRIP se liga ao VEGFR-2 no mesmo sitio que os farmacos Sunitinibe,

Axinibe, Sorafenibe, Tivozanibe, com base na sobreposi¢do dos complexos;

V- O KDRIP representa um potencial inibidor do receptor VEGFR-2 e da MK,
sendo assim, candidato a farmaco para o desenvolvimento de medicamentos

mais eficientes para tratamento do cancer.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento de um tripeptideo para o tratamento do cancer ¢ uma estratégia
bastante promissora para a indudstria farmacéutica, uma vez que possibilita a producdo em larga
escala e custo relativamente baixo, por engenharia genética. Testes in vitro e in vivo sdo
necessdrios para certificar o real potencial inibitério da molécula projetada, visando o depdsito

de patente.
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