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RESUMO

O Virus do Papiloma Humano (HPV) ¢ responsavel por ser uma das causas principais
de diversos tipos de cancer, como o de colo de utero, que ¢ uma das principais causas de
morte em todo mundo. Existem mais de 200 tipos de HPV identificados, dentro os quais os
tipos 16 e 18 sdo os mais relacionados com o cancer de colo de utero. O virus codifica duas
proteinas que sdao conhecidas por desempenhar um papel crucial no desenvolvimento do
cancer, a E6 e a E7. Estas oncoproteinas sdo capazes de alterar vias de regula¢do no controle
do ciclo celular, neutralizando uma das proteinas importantes supressoras de tumores, a p53.
Dessa forma, ha uma clara importancia em desenvolver novas abordagens para o tratamento
contra HPVs de alto risco para o cancer, visto que ainda ndo ha uma forma inteiramente
eficiente nos estudos atuais. Este trabalho utilizou da técnica de triagem virtual e docagem
molecular com o intuito de encontrar um potencial ligante para as proteinas oncogénicas de
forma a impedir a proliferagdo do tumor. Assim foi possivel selecionar compostos com maior
afinidade a proteina E6 do HPV tipo 16 utilizando de banco de dados de moléculas com
caracteristicas druglike e compostos naturais.

Palavras-chave: HPV, proteina E6, triagem virtual, p53, cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1. O Virus do Papiloma Humano

O Virus do Papiloma Humano (HPV em inglés) ¢ um aglomerado de pequenos virus
de DNA encapsulados pertencente a familia Papillomaviridae. Sao considerados um grupo
diverso de virus por apresentarem novos tipos de HPVs encontrados continuamente
(BZHALAVA; EKLUND; DILLNER, 2015).

A infec¢dao pelo HPV ja foi estudada como uma das causas principais de cancer
cervical, além disso, ¢ um fator relevante em outros canceres anogenitais (anus, vulva, vagina
e pénis), bem como canceres de cabega e pescoco. Os tipos 16 e 18 de HPV sado responsaveis
por cerca de 70% de todas os casos de canceres em todo o mundo. (BRUNI, L.; ALBERTO,
G.; SERRANO, B.; MENA, 2019).

O papiloma virus humano tem uma organizagao génica comum (Figura 1): uma regido
inicial que codifica genes ndo estruturais, a regido tardia de genes estruturais e uma regiao
reguladora (regido de controle longo: LCR).
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Figural: O genoma do HPV tem uma estrutura circular de DNA de cadeia dupla. Os genes virais sdo transcritos
em uma Unica dire¢do (sentido horario). Existem genes que codificam proteinas ndo estruturais (E1, E2, E4, ES,
E6 e E7) e proteinas estruturais (L1, L2) e uma regido de controle transcricional (regido de controle longo;
LCR). O LCR contém uma origem de replicacdo do DNA e funciona como o regulador da replicagdo do DNA.
Fonte: (SAKAI 2012)



Todos os papilomavirus conhecidos codificam cinco proteinas: E1, E2 e E4, L1 e L2.
L1 e L2 sao estruturais, constituindo o capsideo viral, enquanto E1 ¢ E2 influenciam o ciclo
de replicacdo e transcricdo, a proteina E4 contribui para a eficiéncia da amplificagdo do
genoma e favorece o alto nivel de expressdo do virus (SIDDIQA et al., 2019).

Em todos os papilomavirus, também encontramos uma regido de controle longa (LCR)
localizada entre L1 e o inicio da primeira open reading frame (ORF1) na regido inicial. As
ORFs sao as sequencias de DNA compreendidas entre um codon de inicio (AUG) e um codon
de término. As proteinas ES, E6 e E7 t€ém um papel fundamental na regulacdo do crescimento
celular, no controle do imunossistema e no processo de transformacgao celular (GARBUGLIA,

2014).

1.2 Patologia

A classificagdo de HPV ¢ baseada no nucleotideo, que corresponde a codificagao da
ORF para a proteina L1. Os HPVs sdo um grupo grande e diverso de virus, dos quais a
maioria compreende trés géneros: o a-papilomavirus, isolados de lesdes mucosas e genitais
que incluem os 13 tipos virais classificados como oncogénicos; o B-papilomavirus (HPV
cutineo) e o y-papilomavirus.(BZHALAVA; EKLUND; DILLNER, 2015).

Os tipos de baixo risco, como HPV 6, 11, 40, 42, 43 e 44, estdo associados a verrugas
genitais. Os tipos de alto risco incluem 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ¢
82 contribuem para 96,6% do cancer cervical invasivo diagnosticado em todo o mundo.
(LOKE et al., 2017).

De acordo com dados da Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS) os tipos 16 ¢
18 do HPV sado responsaveis por 70% dos canceres de colo de tutero e lesdes pré-cancerosas.

Foram registrados cerca de 570 mil novos casos em todo o mundo no ano de 2018.

1.3  Proteina E6 e sequéncia LxxLL

Apesar da importancia de estudar o genoma de todas as proteinas produzidas pelo
virus do HPV ¢ necessario dar um destaque maior a proteina E6, visto que ¢ classificada
como ontogénica. Tal denominacdo se deve ao fato de seus alvos celulares e das implicagdes

no organismo que estas causam.



A proteina E6 de HPV associa-se a proteina p53, que regula a passagem pelas fases
G1/S e G2/M, funcionando como um supressor tumoral (MARTINEZ-ZAPIEN et al., 2016).
E6 recruta as proteinas celulares, como ¢ o caso das proteinas da familia AP1 (E6-AP);
atuando no complexo p53, podendo impedir o efeito supressor da proteina no ciclo celular. A
formagao desse complexo proteico resulta na degradacdo da p53 mediada por um complexo
proteossomico (SOUTO, 2005).

A associacao da proteina E6 com a p53 ¢ mediada pela sequéncia de aminoacidos
LxxLL da proteina E6-AP. que consiste em um aminodcido leucina seguidos por 2
aminoacidos varidveis e 2 outras leucinas (TINTS et al., 2014).

Esse peptideo se torna essencial para a ligagdo de E6 a p53, uma vez que sem a
sequéncia LxxLL as interacdes da p53 se tornam insuficientes para manter a conformidade da
E6, o que deixa a molécula instavel e, consequentemente, incapaz de realizar sua fungdo

biolégica(BEAUDENON; HUIBREGTSE, 2008).

14 Vacinacio

Pensando em prevencdo, as vacinas profilaticas contra o HPV trouxeram a
possibilidade de agdes em nivel primario. Visando o combate da disseminagdo do virus € o
controle das lesdes HPV induzidas foram desenvolvidos dois tipos de vacinas contra o HPV, a
profilatica e a terapéutica (FARAH; MENDES, 2014).

A vacina profiltica se caracteriza com morfologia semelhante ao virus sem, contudo,
conter o DNA viral, responsavel pelo dano celular. Isso entdo estimula uma resposta humoral
no corpo, fazendo com que ele se sensibilize. Por outro lado, a vacina terapéutica ¢ produzida
a partir de outras proteinas que tém sido propostas como antigenos vacinais. Exemplo disso
sdo as proteinas E6 e E7 que estdo envolvidas na proliferacdo e transformacdo celular
(BORSATTO et al., 2011).

No Brasil foram aprovadas duas vacinas profilaticas contra o HPV, sendo elas: a
bivalente Cervarix ® (GlaxoSmithKline Vaccines), que protege contra os tipos HPV16 e 18, e
a quadrivalente da Gardasil® (Merck and Co., Inc ..), que, além dos tipos 16 e 18, também
protegem contra HPV 6 e 11, responsaveis pela maioria das verrugas genitais.

No entanto, essas vacinas ndo sao eficazes na eliminacdo de infec¢des preexistentes,
uma vez que os antigenos-alvo, proteinas do capsideo L1, ndo sdo expressos em células
epiteliais basais infectadas. Portanto, o grande nimero de individuos j4 infectados pelo HPV

nao se beneficiam das vacinas atuais (CHABEDA et al., 2018).



1.5 Tratamento

Nao existe ainda uma cura para uma infec¢do por HPV. Existem tratamentos
aprovados, como crioterapia, procedimentos de excisdo maiores, terapia a laser e
eletrocirurgia, que nao eliminam completamente o DNA de HPV, levando a 40% de chance
de recorréncia de infecgao (MUMM et al., 2017).

Além disso, as terapias existentes sdo consideradas invasivas o que refor¢a a
necessidade de medicamentos especificos visando o tratamento da infec¢do por HPV. Dessa
forma ¢ necessaria a busca por novas formas de tratamento, uma vez que ainda ndo se tem

nada eficaz o suficiente para acabar com a infecgdo por completo.

1.6  Triagem Virtual

O método de triagem virtual veio comum uma nova forma de auxiliar na busca por
novas formas de tratamento de diversos tipos de doengas. E geralmente definido como um
processo em que se utiliza de grandes bibliotecas de compostos que sdo automaticamente
avaliadas usando técnicas computacionais (JUNIOR; MIRANDA; JUNIOR, 2016). O
objetivo principal de uma triagem virtual ¢ a identificagdo de compostos, dentro de uma
biblioteca virtual, que tenham a maior probabilidade de se ligar a um alvo bioldgico (BANK,
2013).

Nos ultimos tempos o surgimento de softwares mais avangados e do crescimento das
bibliotecas de compostos permitiu que essa técnica ganhasse um impulso adicional, visto que

parte desses sistemas ¢ encontrados de forma gratuita e de facil utilizacdo.

2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivos gerais:
o Buscar potenciais ligantes para a estrutura tridimensional da Proteina E6 do virus do

papiloma humano por meio da constru¢do de modelo baseado em forma, triagem virtual e

ancoragem molecular.



2.2. Objetivos especificos:

o Construir um modelo baseado no peptideo LxxLL, extraido do complexo com a
estrutura da proteina E6 do HPV tipo 16;
o Realizar uma triagem virtual baseada no modelo em bibliotecas de conformeros de

pequenos ligantes;

o Estudar a interacdo receptor-ligante por meio da técnica de docagem molecular;

o Analisar os resultados da docagem molecular por meio de fungdes de pontuacao dos
compostos;

° Avaliar a toxicidade, in silico, dos compostos selecionados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Selecdo e geracio de modelo baseado em forma.

Visando a triagem virtual em bibliotecas de ligantes, foi extraido o c6digo do modelo
4XR8 na plataforma do “Protein Data Bank™ (PDB). A partir disso isolou-se a sequéncia de
aminoacidos LxxLL da proteina E6AP para a geracdo do modelo baseado em forma. Esta
etapa foi realizada com ajuda do programa VROCS (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS,
2007).

O vROCs ¢ um programa baseado no método de comparagdo de forma, com base na
ideia de que as moléculas tém forma semelhantes e os seus volumes se sobrepdem
adequadamente. Embora vVROCS seja primariamente um método baseado em forma, o usudrio
pode definir, para regides especificas do modelo, caracteristicas quimicas descritas como:
doadoras de hidrogénio, aceptoras de hidrogénio, anions, cations, hidrofobicas e regides de
anéis aromaticos. Dessa forma sdo formados modelos que, durante processo de sobreposicao,

facilitam a identificacao dos compostos que sao semelhantes na forma e na quimica.
3.2. Geracio de banco de dados de conformeros de ligantes.
O modelo gerado por meio do programa vROCS foi usado na triagem virtual de

bibliotecas de compostos originarios de quatro bancos de dados distintos. Dos quais 2 bancos

sendo originais da “Chembridge Corporation”, mais especificamente as 2 bibliotecas



DIVERSet™ EXP e CL. Além destes, foi usado também o banco de dados de moléculas
provenientes de produtos naturais brasileiros (Nubbe) (PILON et al., 2017) e, por tltimo, o
banco ZINC (IRWIN et al., 2012).

Estas bibliotecas foram escolhidas por proporcionarem a mais ampla cobertura do
espaco farmacoforico, chegando a mais de 10 milhdes de compostos tanto nacionais quanto
internacionais.

Essas bibliotecas de compostos foram submetidas ao programa FILTER do OMEGA
2.5.1.4, OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM (HAWKINS, PAUL C D.; SKILLMAN,
A.G; WARREN, G.L.; ELLINGSON, B.A.; STAHL, 2010). Este ¢ um programa de rapida
filtragem e selecdo de compostos, que usa uma combinagdo de célculos de propriedades
fisicas e o conhecimento de grupos funcionais. Ele foi usado antes da anélise experimental
para remover compostos indesejaveis, como compostos com fungdes tdxicas, com baixa
biodisponibilidade oral, com alta probabilidade de formar ligagdes covalentes com o alvo
proteico e de compostos com probabilidade de interferéncia no ensaio experimental.

Os compostos das bibliotecas filtradas por meio do FILTER foram submetidos ao
programa QUACPAC 2.0.1.2: OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM
(http://eyesopen.com), com o intuito de gerar compostos com cargas precisas ou pelo menos
representadas de forma consistente.

O QUACPAC enumera o pKa e os tautdmeros de cada composto, a fim de obter os
estados de protonagdo corretos. Apds a enumeracdo de pKa e tautdomeros, a biblioteca de
compostos foi submetida a geragdo de conformeros por meio do programa OMEGA
(HAWKINS et al., 2010), o qual gera bancos de dados de multi-conformeros bioativos de

compostos com alta velocidade e confiabilidade.

3.3. Triagem virtual em banco de dados de compostos.

O modelo previamente gerado serviu de base para triagem nas bibliotecas de ligantes.
A triagem virtual foi realizada pelo programa ROCs e consistiu em utilizar o modelo baseado
em forma para a sobreposi¢cdo moléculas advindas de bancos de dados de conférmeros. Pelo
ROCS ¢ possivel realizar uma técnica rdpida de triagem virtual a uma taxa de 500

confoérmeros por segundo.



3.4. Docagem Molecular e Avaliacio.

As bibliotecas de compostos geradas a partir da busca pelo modelo foram submetidas
a técnica de docagem molecular. Para tanto foi utilizado o programa GOLD (JONES et al.,
1997), que calcula a docagem flexivel entre as proteinas e os ligantes.

O programa GOLD usa um algoritmo genético, que busca solugdes por meio de
ancoragem propagando multiplas copias de modelos flexiveis do ligante no sitio ativo do
receptor, recombinando segmentos desta copia aleatoriamente até um conjunto convergido de

estruturas.

3.5. Analise da toxicidade in silico.

A toxicidade dos compostos selecionados ap6s a docagem foram avaliadas com
auxilio do software online pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Este programa
escora-se em assinaturas baseadas em graficos que codificam padrdes de distancia entre
atomos e sao usados para representar a molécula pequena e para treinar modelos preditivos.

Esta etapa foi fundamental para predizer os potenciais inibidores que apresentam os
parametros adequados para a selegdo de drogas, visando a administragdo no organismo
humano.

Este estudo analisou os seguintes parametros: Toxicidade AMES, Dose Maximas
Tolerada — Humana, Toxicidade oral aguda em ratos (LD50), Toxicidade oral cronica em
ratos (LOAEL), Hepatotoxicidade, Toxicidade em 7. pyriformis.

O teste de Toxicidade AMES baseia-se na capacidade de uma molécula em induzir
mutacdo reversa em cepas de bactérias, sendo um dos pontos mais importantes na avaliagao
da seguranca de compostos (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

A dose Maxima “Tolerada — Humana” é uma estimativa do limite da dose méaxima. E
expressa em Log (mg/kg/dia), cujo valores iguais ou abaixo de 0,477 sdo considerados baixos,
ou seja, a dose necessaria para causar toxicidade ¢ baixa; ja valores acima de 0,477 sdo
considerados altos (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

A toxicidade aguda oral em ratos € o valor de LD50 em ratos de um dado composto,
ou seja, a quantidade, em mol/kg da molécula, necessaria para matar 50% dos animais
testados (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

A Toxicidade oral cronica representa um estudo onde ¢ observada a menor dose na

qual foi detectado um efeito adverso (LOAEL) e a maior dose na qual ndo aparecem efeitos
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adversos (NOAEL). Para cada composto o resultado ¢ mostrado pelo Log (mg/kg bw/day) e a
interpretagdo dos resultados estd relacionada com a concentragdo do medicamento a ser
produzido e a duracao do tratamento (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

A hepatotoxicidade € um fator muito considerado no desenvolvimento de drogas, uma
vez que injurias no tecido hepatico causadas pelo uso cronico de farmacos sdo intensificadas
com a duracdo do tratamento. Desta forma, compostos com pouca ou nenhuma
hepatotoxicidade sdao ideais no tratamento a longo prazo (PIRES; BLUNDELL; ASCHER,
2015).

A toxicidade em T. pyriformis é um teste de IGC50, ou seja, inibigdo de 50% do
crescimento do protozoario, onde valores maiores que -0,5 sdo considerados toxicos (PIRES;

BLUNDELL; ASCHER, 2015).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Gerac¢ao do modelo baseado em forma

A geracdo do modelo baseado em forma foi gerado a partir da sequéncia LxxLL., que
ja foi usada para tratamentos em outros tipos de cancer como os provados em nos estudos de
Tints et al. (2014). Por isso a utilizacdo de um ligante peptidico como modelo pode ser a
chave para reduzir a propagacdo e geracao dos tumores.

A avaliagdo das interagdes possibilitou, por meio da utilizagdo do programa vROCs, a
geragdo de um modelo baseado em forma (Figura 2). A molécula gerada possui 3 interacdes
hidrofobicas (esferas amarelas), 4 aceptores de hidrogénio (esferas vermelhas) e o corpo do

peptideo LxxLL.



Figura 2: Modelo baseado em forma da sequéncia LxxLL da molécula 4XR8 por meio do programa vROCs. Os
pontos em vermelho representam aceptores de elétrons e, em amarelo, as interagdes hidrofoébicas. Em cinza, esta

representado a forma (volume) do modelo e em verde o esqueleto de carbono da molécula.

Para a realizacdo da triagem virtual, a utilizacgdo de uma biblioteca virtual de
compostos quimicos € uma etapa crucial para fornecer compostos com o maior grau possivel
de diversidade molecular, sejam eles ja conhecidos e consagrados por suas atividades
bioldgicas e terapéuticas, compostos ja sintetizados e disponiveis para ensaios bioldgicos ou
produtos de origem natural.

A qualidade da base de dados utilizada ¢ de vital importancia, pois ¢ a fonte de onde
serdo selecionados os compostos para futuros ensaios biologicos. Para tanto, visando ensaios
de triagem virtual, os bancos de dados de ligantes EXP, CL, NuBBE e ZINC foram
escolhidos com o intuito de retirada de compostos indesejaveis e geragdo de tautdmeros e de
conformeros bioativos. Desta forma, as bibliotecas geradas para a triagem continham apenas

compostos com caracteristicas de drogas e com conformagdes bioativas.

4.2. Triagem virtual em banco de dados de compostos e docagem

O objetivo central da triagem virtual ¢ o de predizer compostos de uma base de dados
capazes de interagir com o sitio ligante do alvo-molecular e ordenar estas moléculas de
acordo com a sua afinidade pelo sitio receptor, com o intuito de identificar ligantes
promissores com potencial atividade farmacologica (JUNIOR; MIRANDA; JUNIOR, 2016).

Os bancos de dados foram triados virtualmente através do programa vROCS,

resultando nas 500 melhores moléculas para cada banco de dados. As melhores moléculas
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foram ranqueadas segundo a fun¢do de pontuagdo TanimotoCombo, que avalia o quanto os
ligantes se adequaram a forma e caracteristicas quimicas do modelo.

As 500 melhores moléculas ranqueadas de cada banco de dados apés a triagem foram
submetidas a ancoragem molecular, através do programa GOLD e pontuadas segundo o
algoritmo CHEMPLP.

Nos célculos de docagem, as fungdes de escore desempenham duas tarefas principais
durante as etapas de triagem virtual: Primeiramente, sdo usadas para diferenciar e avaliar as
diversas conformacdes e orientagdes que um mesmo ligante pode adotar no sitio receptor. Em
seguida, ap6s a realizagdo de simulagdes com diversos ligantes contidos em bases de dados, a
funcdo de escore ¢ aplicada para estimar a afinidade de ligagdo dos diversos complexos
ligante-receptor estudados e, dessa forma, classificd-los de acordo com sua afinidade,

facilitando assim a diferenciagdo entre ligantes promissores e moléculas ndo-ligantes. As

posic¢des de docagem de maior escore podem ser vistas nas Figuras 3,4, 5 ¢ 6.

Figura 3: Representagdo da estrutura 3D da proteina E6 interagindo com o composto 43597 do banco de dados

CL. As regides em azul representam os aminoacidos hidrofilicos e em laranja os hidrofobicos.
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Figura 4: Representacdo da estrutura 3D da proteina E6 interagindo com o composto 10706 do banco de dados

EXP. As regides em azul representam os aminoacidos hidrofilicos e em laranja os hidrofobicos.

Figura 5: Representagdo da estrutura 3D da proteina E6 interagindo com o composto 1084 do banco de dados

Nubbe. As regides em azul representam os aminoacidos hidrofilicos e em laranja os hidrofébicos
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Figura 6: Representagdo da estrutura 3D da proteina E6 interagindo com o composto 13729795 do banco de

dados ZINC. As regides em azul representam os aminoacidos hidrofilicos e em laranja os hidrofobicos.

4.3. Analises toxidade in silico

As analises in silico de compostos com potencial terapéutico permitem o estudo de
suas propriedades farmacocinéticas (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excregdo,
juntamente com toxicidade) e tém como vantagem: a rapidez na sua execucdo, o baixo custo e
a capacidade de reduzir o uso de animais em ensaios de toxicidade (MACEDO, K.; MELO
FILHO, C.; ANDRADE, 2013).

Nas tabelas 1, 2, 3 e 4 estdo representados os resultados obtidos dos testes de
toxicidade, juntamente com o escore obtido no programa GOLD para as 10 melhores
moléculas de cada biblioteca. Muito embora as pontuagdes adquiridas no GOLD sejam altas,
nao significa que a molécula va ser o ideal para se tornar um potencial ligante.

Dessa forma, os compostos 19510, 14447, 1638 e 12546923 (destacados em
vermelho) foram os que apresentaram melhores resultados nas analises de toxicidade dentre
as 10 melhores moléculas das bibliotecas CL, EXP, Nubbe e ZINC respectivamente.

Pode-se observar, de acordo com as tabelas, que as moléculas nao apresentaram
hepatotoxicidade ou toxicidade AMES, o que se torna um ponto favoravel a utilizagcdo das

mesmas para serem escolhidas como potenciais ligantes. Além disso, os melhores compostos
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das bibliotecas Nubbe e ZINC apresentaram um valor satisfatério para dose maxima tolerada

em humanos.

Cadigo do 43597 14193 46838 38231 19510 993 15806 7178 28487 31344

Ligante

Escore GOLD 81,08 80,07 79,62 78,09 77,61 77,53 75,59 7536 75,34 75,25
5 5 9 1 5 7 4 6 4 5

Toxicidade Nao Nio Nio Nio Nao Nao Nao Nao Sim Nao

AMES

Dose  Maxima 0,321 -0,223 0,146 0,130 -0,162 -0,082 -0,238 -0,607 0,329 0,711

Tolerada

Toxicidade oral 2,199 2,616 2,825 2474 1877 2,494 2,141 2,637 2,352 2313

aguda

Toxicidade oral 1,071 1,257 1,003 1,890 1,079 1,949 1,36 2,054 2,813 1,078

Croénica

Hepatotoxicidad Sim Sim Sim Sim Nio Sim Sim Sim Nao Sim

e

Toxicidade em 0,740 0,323 0,591 0,361 0,653 0,467 0,422 0482 0,285 0,392

T.pyriformis

Tabela 1: Valores das predi¢des de toxicidade dos 10 melhores ligantes do banco de dados CL, gerados pelo

servidos pkCSM Pharmacokinetics.

Caédigo do 10706 12450 9774 12237 12450 34253 14447 34557 18060 9197

Ligante

Escore GOLD 81.317 81.233 80.105 79.152 77.642 76.841 76.278 76.167 76.126 75.970
9 9 0 9 6 1 9 8 6 1

Toxicidade Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim

AMES

Dose Maxima 0444 0,152 -0,205 0,663 0427 -0,126 -0,023 -0,180 0,444 0,831

Tolerada

Toxicidade 2,299 2,523 2,573 2,537 2,551 2,285 2,548 2,11 2,299 2,478

oral aguda

Toxicidade 1,823 1,851 1,015 0374 1,112 1,607 0,659 1,748 1,823 1,455

oral Cronica

Hepatotoxicid Sim Sim Sim Sim Sim Sim Niao Sim Sim Sim

ade

Toxicidade em 1,258 1,561 0,286 0,295 0,321 0,351 0,316 0,300 1,258 0,496

T. pyriformis

Tabela 2: Valores das predi¢gdes de toxicidade dos 10 melhores ligantes do banco de dados EXP, gerados pelo

servidos pkCSM Pharmacokinetics.
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Caédigo do 1084 1605 198 1651 1638 1630 859 2472 1858 1650
Ligante

Toxicidade Nao Nao Nao Nao Niao Nao Nao Nao Nao Nao
AMES

Toxicidade oral 2,230 2311 2,221 2,106 1,948 2,303 294 2,024 1,929 2,512

aguda

13
1]
‘
2
14
14
13

Hepatotoxicidad Nao Sim Sim Nao Niao Nao Nao Nao Nao Nao

’

Tabela 3: Valores das predigdes de toxicidade dos 10 melhores ligantes do banco de dados Nubbe, gerados pelo

servidos pkCSM Pharmacokinetics.

Cédigo do 137297 83996 327364 483253 125469 208058 13293 590161 27393 149954
Ligante 95 83 39 40 23 84 05 29 07 53

13
|
13
13
13
4
4
4
4

Toxicidade Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao
AMES

Toxicidade 2,682 2,722 2,378 1,828 2,583 3,083 2,297 3,209 2,440 2915

oral aguda

Hepatotoxici Sim Sim Sim Sim Nio Sim Sim Sim Sim Sim

dade

Tabela 4: Valores das predi¢des de toxicidade dos 10 melhores ligantes do banco de dados ZINC, gerados pelo
servidos pkCSM Pharmacokinetics.
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4.4. Geracio de diagramas da interagdo 2D proteina-ligante

A partir das anélises das predigdes de toxicidade o programa GOLD foi usado para
gerar um diagrama 2D da intera¢do da proteina E6 com a molécula com o melhor resultado
para se tornar um potencial ligante, mostrado nas figuras 7, 8, 9 ¢ 10.

De acordo com os resultados obtidos os codigos do melhor composto de cada
biblioteca foram: 19510 da biblioteca CL, 14447 da EXP, 1638 da Nubbe e¢ 12546923 do
ZINC. O diagrama mostrou que tais compostos apresentaram pelo menos uma ligagdo de
hidrogénio diante da interagdo com a proteina E6, além de diversas interagcdes hidrofobicas e
forca de vander Waals.

Contudo, a molécula 19510 da biblioteca CL destacou-se por apresentar uma maior
quantidade de ligagdes de hidrogénio, o que leva a uma maior estabilidade da molécula na

interacao.
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Figura 7: Interagdo do ligante 19510 extraido do banco de dados CL. As interagdes representadas pelo verde

mais claro sdo as forcas de van der Waals, enquanto que as com verde escuro representam ligacdes de

hidrogénio. Ademais, as ligagdes representadas pelas cores laranja e rosa sdo interagdes hidrofobicas.
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Figura 8: Interacdo do ligante 14447 extraido do banco de dados EXP. As interagdes representadas pelo verde

mais claro sdo as forgas de van der Waals, enquanto que as com verde escuro representam ligacdes de

hidrogénio. Ademais, as ligagdes representadas pela cor rosa sdo interagdes hidrofobicas.
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Figura 9: Interag@o do ligante 1638 extraido do banco de dados Nubbe. As interagdes representadas pelo verde

mais claro sdo as forgas de van der Waals, enquanto que as com verde escuro representam ligagdes de

hidrogénio. Ademais, as ligagdes representadas pela cor rosa sdo interagdes hidrofobicas.
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Figura 10: Interagdo do ligante 12546923 extraido do banco de dados ZINC. As interagdes representadas pelo
verde mais claro sdo as forcas de van der Waals, enquanto que as com verde escuro representam ligagdes de

hidrogénio. Ademais, as ligagdes representadas pela cor rosa sdo interagdes hidrofobicas.

E importante ressaltar a existéncia das ligacdes de hidrogénio, uma vez que esta
relacionada com o maior potencial de estabilidade da liga¢ao proteina-ligante.

A ligagdo de hidrogénio ¢ uma interacdo atrativa que ocorre entre um atomo de
hidrogénio de uma molécula ou de um fragmento molecular D — H, em que D ¢ um atomo
com maior indice de eletronegatividade (exemplos: Oxigénio, Nitrogénio e Flior) e um atomo

ou grupo funcional na mesma molécula ou em uma molécula adjacente (OLIVEIRA, 2007).
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Além disso, estas interacdes sdo responsaveis pela manutencdo das conformacgdes
bioativas de proteinas (a-hélices e folhas ) e estdo relacionadas com as propriedades fisico
quimicas da agua. Os termos que mais contribuem energeticamente para a sua estabilidade
sd0: a energia eletrostatica e a baixa energia de repulsao.

O objetivo final deste projeto foi triar potenciais ligantes da proteina E6 do HPV.
Neste sentido, a presenca de compostos naturais com resultados positivos durante a triagem
talvez indiquem uma novidade em relagdo ao tratamento do HPV, a fim de reduzir sua
capacidade de indugao de tumores utilizando produtos potencialmente menos toxicos.

A triagem virtual ja provou ser eficaz em identificar possiveis inibidores para a
reproducdo viral, como mostram as pesquisas de Li et al. (2010) e Chandra et al. (2011), as
quais foram capazes de demonstrar um possivel inibidor para o virus Epstein-Barr, causador
da mononucleose infeciosa, de forma a dar inicio a busca para uma nova forma de tratamento
da doenca com a utilizacdo de produtos naturais.

Quando falamos ainda em triagem virtual e HPV, pode-se citar as pesquisas de Pennisi
et al. (2017) e Kumar et al. (2016) as quais testaram possiveis inibidores para o virus do
papiloma humano comparando as previsoes feitas em testes in silico com os testes in vivo.

Até o momento nao existe um tratamento totalmente eficaz contra o virus do HPV,
somado ao fato de que os existentes ndo demonstram serem comprovadamente capazes de
erradicar o virus. Desta forma, a utilizagdo de triagem in silico de bibliotecas de compostos ¢é
uma alternativa de se alcancar resultados mais confidveis, de maneira mais rdpida e com

menor custo.

5, CONCLUSAO

O cancer do colo do ttero ¢ o terceiro cancer mais comum em mulheres e o quinto
cancer global mais comum em todo o mundo; o principal fator causal da doenca ¢ uma
infeccdo persistente com HPV de alto risco, com individuos incapazes de montar uma
resposta imune suficiente contra o virus.

Para que um composto seja considerado um farmaco ¢ preciso que apresente
caracteristicas que o torne apto a ser administrado em pacientes. Dessa forma, através da
triagem virtual, tem-se a possibilidade de se testar um vasto numero de compostos com o
intuito de encontrar uma molécula capaz de se tornar um farmaco.

O método realizado neste trabalho se mostrou util com relagdo a exclusao de

compostos que se mostraram toxicos ou mutagénicos durante o processo inicial de
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identificacdo. Os resultados mostraram quatro possiveis potenciais ligantes para a estrutura
tridimensional da proteina E6 do HPV.

Por fim, ¢ inevitavel concluir que ainda hd um longo caminho entre os testes
mostrados pelo presente trabalho e a producdo de novos farmacos. Porém, a triagem virtual
demonstrou ser uma ferramenta importante na descoberta de novos medicamentos e possui
grande potencial para substituir diversos experimentos mais onerosos € menos eficazes

existentes hoje em dia.
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