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RESUMO

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo uma familia de enzimas, cuja principal
funcdo é degradar a matriz extracelular (MEC), desempenhando papel fundamental em
diversos processos fisiologicos e pataldgicos. Nas Ultimas décadas, diferentes inibidores
sintéticos e naturais das MMPs (IMMPs) vem sendo propostos e testados no controle de
diversas doencas envolvendo processos inflamatorios e progressdo celular. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar e descrever a estrutura e
propriedade das diferentes classes de MMPs a partir de uma pesquisa na literatura,
seguida de um estudo da interacdo das MMPs com inibidores derivados da tetraciclina
aplicando metodologia de docking molecular. A pesquisa na literatura foi qualitativa e
exploratoria utilizando como fonte as bases de publicacbes como Web of Science,
Scorpus, Periodicos CAPES, Scielo e livros publicados na area, buscando pelas palavras
chaves: “Matrix Metalloproteinase” e “inhibitors MMPs”. As MMPs constituem uma
familia de enzima dependentes de zinco e calcio, sendo que séo conhecidas atualmente
26 MMPs classificadas de acordo com o tipo de substrato natural e propriedades
estruturais. Todas as classes de MMPs possuem dominios estruturais comuns, estando
presente em todas elas um dominio catalitico contendo um ion de Zn(ll) e um canal de
especificidade conhecido com S1° pocket. Para explorar a especificidade das MMPs 0s
ligantes CMT-3, CMT-7, CMT-8 e a Doxiciclina (Dox) foram docados no sitio ativo das
MMPs representantes de cada familia: colagenases (MMP-1, MMP-13), gelatinases
(MMP-2 e MMP-9), estromelisina (MMP-10), matrilisina (MMP-7) e MMP diversas
(MMP-13 e MMP-20, obtidas do PDB, usando o programa Autodock. As melhores
conformacgBes obtidas baseadas na energia livre de ligacio do Autodock (AG-PEE)
possibilitaram o ranqueamento dos ligantes quanto a afinidade pelo sitio ativo. Cada
familia de metaloenzimas, devido as suas caracteristicas estruturais, apresentou diferente
afinidade pelos ligantes, as colagenases MMP-1 e MMP-13 apresentaram maior afinidade
pela CMT-7 com AG'PBE jgual a -8,73 kcal.mol™ para MMP-1 e -9,58 kcal.mol™ para
MMP-13, a gelatinase MMP-2 apresentou maior afinidade pela CMT -8 (-10,47 kcal.mol
1Y e a MMP-9 pela CMT-3 (-11,83 kcal.mol™?), a estromelisina MMP-10 apresentou a
maior afinidade pela CMT -7 (-7,86 kcal.mol™) , a matrilisina MMP-7 apresentou maior
afinidade pela CMT-8 (-8,74 kcal.mol™), enquanto as MMPs sem classificagdo especifica
da familia MMP-12 e MMP-20 apresentaram maior afinidade pela CMT-3 com AG-PEE
igual a-10,58 kcal.mol e -7,79 kcal.mol™?, respectivamente. No geral, os ligantes buscam
interagir com o ion de Zn(ll) catalitico e realizam ligaces de H e contatos hidrofobicos
com as cadeias laterais dos aminoacidos da enzima. Os complexos com maior estabilidade
sdo aqueles que conseguem acessar o canal de especificidade S1° da enzima. A afinidade
relativa dos ligantes testados, sugere que ha uma preferéncia pela MMP-9 por todos os
ligantes. Sendo que o complexo mais estavel obtido neste estudo foi 0 MMP-9:CMT-3 (-
11,83 kcal.molt) seguido MMP-12:CMT-3 (-10,58 kcal.mol™? ), esse resultado esta em
acordo com a literatura, que afirma ser a CMT-3 a mais potente inibidora das MMPs,
estando em fase 11 de testes clinicos. Os resultados discutidos neste trabalho representam
uma pequena contribuicdo dentro de uma grande area de estudos, e que demandara ainda
muitas pesquisas envolvendo diferentes areas do conhecimento para melhor compreensao
das MMPs e seu potencial terapéutico bem como no desenvolvimento de novos inibidores
mais seletivos e potentes.

Palavras-chaves: Docking molecular. MMPs. Inibidores de MMPs.



ABSTRACT

Matrix Metalloproteinases (MMPs) are a family of enzymes, whose main function is to
degrade the extracellular matrix (ECM), playing a fundamental role in several
physiological and pathological processes. In recent decades, different synthetic and
natural MMP inhibitors (IMMPSs) have been proposed and tested in the control of several
diseases involving inflammatory processes and cell progression. In this context, the main
of the present work was to investigate and describe the structure and properties of the
different MMPs classes from a literature research, followed by a study of the MMPs
interaction with tetracycline-derivatives inhibitors applying molecular docking
methodology. The literature research was qualitative and exploratory using as a source
the bases the Web of Science, Scorpus, Periodicos CAPES, Scielo and published books
in the area, searching for the keywords: “Matrix Metalloproteinase” and “MMP
inhibitors”. The MMPs constitute a family of enzymes dependent on zinc and calcium,
and 26 MMPs are currently known, classified according to the type of natural substrate
and structural properties. All MMPs classes have common structural domains, being
present in all of them a catalytic domain containing a Zn(1l) ion and a specificity channel
known as S1' pocket. To explore the specificity of MMPs, the ligands CMT-3, CMT-7,
CMT-8 and Doxycycline (Dox) were docketed into the active site of MMPs representing
each family: collagenases (MMP-1, MMP-13), gelatinases (MMP-2 and MMP-9),
stromelysin (MMP-10), matrilysin (MMP-7) and miscellaneous MMP (MMP-13 and
MMP-20, obtained from PDB , using the Autodock program. The best conformations
obtained based on the Autodock binding free energy (AG-PEE) enabled the ranking of
ligands in terms of their active site affinity. Each family of metalloenzymes, due to their
structural characteristics, has different affinity for ligands. MMP-1 and MMP-13
collagenases showed greater affinity for CMT-7 with AGPBE equal to -8.73 kcal.mol™
for MMP-1 and -9.58 kcal.mol™ for MMP-13, the gelatinase MMP-2 showed the highest
affinity for CMT-8 (-10.47 kcal.mol’!) and MMP-9 for CMT-3 (-11.83 kcal.mol™?),
stromelysin MMP-10 showed the highest affinity for CMT-7 (-7.86 kcal.mol?),
matrilysin MMP-7 showed greater affinity for CMT-8 (-8.74 kcal.mol™), while MMPs
without specific classification the MMP-12 and MMP-20 showed greater affinity for
CMT-3 with AG-PBE equal to -10.58 kcal.mol™? and -7.79 kcal.mol™, respectively. In
general, the ligands tried to interact with the catalytic Zn(Il) ion and perform H bonds and
hydrophobic contacts with the side chains of the enzyme's amino acids. Complexes with
greater stability are those that manage to access the enzyme's S1' specificity channel. The
relative affinity of the tested ligands suggests that there is a preference for MMP-9 overall
ligands. Since the most stable complex obtained in this study was MMP-9:CMT-3 (-11.83
kcal.mol?) followed by MMP-12:CMT-3 (-10.58 kcal.mol™?), this result is in line with
the literature, which states that CMT-3 is the most potent inhibitor of MMPs, being in
phase Il of clinical trials. The results discussed in this work represent a small contribution
within a large area of study, that require much research involving different areas of
knowledge for a better understanding of MMPs and their therapeutic potential, as well as
in the development of the new MMPs inhibitors more selective and potent.

Key words: Molecular docking. MMPs. MMP inhibitors.
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1. INTRODUCAO

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) sdo uma familia de enzimas, cuja
principal funcdo é degradar a matriz extracelular (MEC). Segundo Clendeninn e Appelt
(2001) tais enzimas possuem sua atividade biologica reconhecida e vem sendo
caracterizadas por suas fungdes essenciais frente a diferentes processos fisiolégicos como
o0 de regeneracdo celular, entretanto, estdo diretamente relacionadas a severas condic¢des
patoldgicas tais como artrite, periodontite e metastase tumoral. Tendo em vista seu
importante papel na ocorréncia e progressdo de muitas doencas, as MMPs tornaram-se
alvo atraente para diagndstico e terapéutica de diversas doencas, entre elas destaca-se o
cancer, devido ao papel fundamental das MMPs no mecanismo de progressao celular, e
portanto, na efetivacdo da chamada metastase tumoral (SANYAL et al., 2022; DAS,
AMIN E JHA, 2021).

Diversos inibidores naturais e sintéticos das MMPs foram e ainda continuam
sendo desenvolvidos e pesquisados de forma gradual e proporcional a medida que as
estruturas dessas enzimas vao sendo conhecidas e catalogadas. Atualmente, mais de 26
MMPs séo conhecidas, classificadas e catalogadas de acordo com as suas caracteristicas
estruturais e funcéo bioldgica. J& quanto aos inibidores, segundo Shi et al. (2021), ha
cerca de trés geracOes reconhecidas de candidatos a inibidores das metaloproteinases
(MMPIs). Entretanto, a maioria dos compostos acabam por serem abandonados nas
etapas de ensaio clinico por fatores como a dificuldade de se alcancar a especificidade
entre as diferentes MMPs trazendo assim limitacGes frente sua aplicacéo clinica e riscos
de biosseguranga. De modo que, esse ponto continua sendo um desafio importante no
desenvolvimento de MMPIs, sugerindo a necessidade de um maior conhecimento das
estruturas e propriedades dessas enzimas, bem como suas interagcbes com seus potenciais
inibidores.

A estrutura das MMPs resolvidas por métodos como difragdo de Raios-X e RMN
estdo depositadas nos bancos de estruturas, como o PDB (Protein Data Bank) (PDB,
2022). Isto possibilita a aplicacdo dos métodos de modelagem computacional no estudo
das MMPs, fazendo com que possam ser importantes ferramentas na busca por novos
inibidores das MMPs e na elucidacéo de aspectos quimicos e bioquimicos relevantes para
obtenc&o da especificidade dos inibidores. Dentre os muitos candidatos a MMPIs destaca-

se a tetraciclina quimicamente modificada (CMT do inglés Chemically Modified
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Tetracycline) CMT-3 ou COL-3, que se encontra em fase Il de testes clinicos como um
antimetastatico (LIU et al., 2001; SHI et al., 2021). Recentemente, varios estudos foram
publicados com o intuito de elucidar o mecanismo de diferentes derivados de CMTSs,
candidatos a potenciais inibidores das MMPs. Marcial e colaboradores (2011, 2012, 2013,
2014) apontaram como resultados de suas pesquisas através de simulacdes
computacionais, que a CMT-3 interagia com o zinco catalitico através da intercalagéo
com o canal S1’da enzima e que o modo de interagdo distinto da CMT-3 se devia a
simplicidade da sua estrutura, onde, essas caracteristicas levavam a molécula a apresentar
maior energia de interacdo com o receptor. Esses resultados sugerem que o sucesso do
uso das metodologias de modelagem computacional no estudo de inibidores de MMPs,
deve estar na associacdo de um conhecimento profundo das estruturas e propriedades
especificas de cada MMP com a aplicacdo de Métodos como Docking Molecular para
auxiliar no desenho de novos inibidores com maior potencial de interacdo com a enzima
receptora.

Nesse contexto, a proposta do presente trabalho envolve uma pesquisa na
literatura acerca da especificidade das MMPs, por meio do conhecimento da estrutura,
propriedades e os principais mecanismos de inibicdo conhecidos, seguido de uma
avaliagéo da interagdo das CMTs com as diferentes representantes das classes das MMPs
por meio de metodologias de Docking Molecular com o intuito de elucidar aspectos
importantes ainda pouco conhecidos sobre a interacdo das CMTs com 0s sitios ativos das
MMPs.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever a estrutura e propriedade das diferentes classes de MMPs e aplicar
métodos de modelagem molecular na investigacdo de modos de inibicdo das CMTs com

maior seletividade sobre as MMPs.

2.2 Especificos

v Descrever a estrutura e propriedade das diferentes classes de MMPs a
partir de uma pesquisa na literatura;

v Descrever os principais inibidores e seus mecanismos de inibicéo
conhecidos das MMPs;

v Avaliar a interacdo das CMTs com MMPs representativas de cada classe

aplicando metodologias de Docking Molecular.
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3. REFERENCIAL TEORICO

O extraordinério avango na ciéncia proporcionou crescente desenvolvimento
tecnoldgico. Desenvolvimento esse que ndo para de se atualizar e propor ferramentas para
a melhor compreensdo de conhecimentos que ja foram descritos na literatura e aqueles
que ainda pouco se conhece. Desta maneira, 0s avangos tecnologicos trouxeram
contribuicbes em diversas areas do conhecimento como, quimica, fisica, biologia e
medicina. Os avancos cientificos e tecnoldgicos nas interfaces entre a quimica e biologia
tém proporcionado oportunidades e desafios notaveis na area de P&D (Pesquisa e
Desenvolvimento) de farmacos, com amplo destaque para dois componentes
fundamentais: inovacao e integracdo, que traduzem muito bem o papel central da quimica
medicinal moderna (GUIDO, ANDRICOPULO E OLIVA, 2010). Inovacéo e integracao
que a quimica medicinal moderna carrega consigo para melhor explicar 0s processos
quimicos e bioldgicos trazendo assim importantes ferramentas e contribuicdes que
auxiliam no prognostico de diversas doencgas, como o cancer.

Entre os potenciais alvos de novas terapias anticancerigenas estdo as
Metaloproteinases da Matriz (MMPSs), um grupo de enzimas que desempenham papel
biolégico importante na degradacdo e remodelagem da matriz extracelular
(CLENDENINN E APPELT, 2001). A expressdo das MMPs na maioria dos tecidos
normais € muito baixa ou até mesmo indetectavel, no entanto, ha um aumento substancial
na maioria dos tumores malignos. Um grande nimero de estudos em diferentes tipos de
tumores, incluindo pulméo, célon, mama e carcinoma de pancreas, demonstra uma
superexpressdo das enzimas na regido do tumor em comparagdo com os tecidos normais
adjacentes (SANYAL et al., 2022; SHI et al., 2021). Sdo justamente esses processos, na
maioria das vezes anormais, 0s alvos das pesquisas por novas terapias de combate ao
cancer.

Considerando seus importantes papéis na ocorréncia e progressao de muitas
doencas, as MMPs tornaram-se um alvo atraente para diagndstico e terapéutica. Varios
extratos naturais e inibidores de metaloproteinases de matriz (MMPIS) projetados
artificialmente estdo sendo desenvolvidos gradualmente (SHI et al., 2021). Uma das
categorias farmacoldgicas de candidatos a inibidor de MMPs sdo os derivados de
tetraciclina (TC), sobretudo as tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTSs)
(NELSON, HILLEN E GREENWALD, 2001; MARCIAL; 2013; SANYAL etal., 2022).



18

No texto que se segue fazemos uma breve descri¢cao das MMPs, dos inibidores de

MMPs e das tetraciclinas quimicamente modificadas.

3.1 Matrix Metaloproteinase (MMP)

O organismo é como uma grande fabrica de atividade enzimatica, onde cumprem
suas funcBes e mantém o progresso ordenado de atividades complexas da vida (SHI, et
al., 2021). Existem milhares de enzimas estruturalmente diferentes onde boa parte das
mesmas apresentam cofatores metéalicos em suas estruturas, ions, que se caracterizam
como um elemento principal ao se tratar de atividade catalitica. Hausinger (2019)
corrobora com a afirmativa trazendo que uma grande quantidade de cofatores metalicos
esta diretamente interligado aos sitios ativos das enzimas e trata-se de um dos requisitos
principais para atividade catalitica enzimatica, sugerindo assim que cerca de 30 % das
enzimas possuem metalocentros em suas estruturas.

As MMPs correspondem a uma familia de enzimas cuja principal funcdo é
degradar a matriz extracelular (MEC). Para Clendeninn e Appelt (2001) as
metaloproteinases da matrix sdo endopeptidases onde suas estruturas sdo dependentes de
Zinco e Célcio e estdo associadas a remodelacao da matrix extracelular. Essas podem agir
em um ou mais componentes e juntas tém a capacidade de degradar todos os elementos
proteicos conhecidos da MEC (MURPHY E NAGASE, 2008; MARCIAL, 2013).
Segundo Liotta (1982) afirma que a MEC ¢é constituida por diferentes combinacfes de
colagenos, proteoglicanos, acido hialurénico e vérias glicoproteinas como a fibronectina
e a laminina, que preenchem a maioria dos espacos intercelulares.

Todas as MMPs apresentam caracteristicas comuns entre si (Figura 1), possuem
um dominio catalitico, que contém um ion de Zn(ll) no sitio ativo, um dominio
propeptidico que se configura como essencial para a laténcia enzimética e é removido
guando a enzima é ativada. A maioria das MMPs também possui um dominio C-terminal
com uma sequéncia de homologia a hemopexina, que constitui um sitio de ligacdo para
os inibidores teciduais (CLENDENINN E APPELT, 2001; DAS, 2021).
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Figura 1: Estruturas de dominio de membros da familia MMP.

e Dominio
Dominio __ fibronectina
catalitico & )

/ 2
Pré-Dominio
" “Dominio
hemopexina
1 2\ >e

PATT] @O

-0rSmm0  S0rBAIIL

MMP-7 € IMMP-26

Dominio de
Peptideo tinico

= ),‘
‘ \

Pré.donitiie e Centro catalitico I Ancora de sinal N-

" 5 Matriz de

hemopexina cisteina

terminal

% Repeti¢do de ¢ > Dominio transmembranar O 1G-like dominio

fibronectma

. Citosélico
< 3 N Regiao dobradiga
\ Clivagem de furina e Ancora GPI

Fonte: Adaptado de Das, Amin e Jha, 2021 e Sanyal et al. 2022.

A familia das MMPs é extensa e continua crescendo, atualmente ja sdo mais de
26 enzimas com suas estruturas conhecidas. Cada enzima é classificada por um nimero
e um nome descritivo, por exemplo MMP-1, MMP-2, MMP-9, etc. (ACHARYA, et al.,
2004; SANYAL et al., 2022). Segundo Clendenin e Appelt (2001) os principais grupos
conhecidos sdo as Colagenases, Gelatinases, Estromelisinas 1 e 2, Matrilisinas, MMPs
ligadas a membrana e outras MMPs . As MMPs séo secretadas pelas células na forma de
pré-enzima e sdo ativadas no meio extracelular pela acdo de vérias proteases (NUTI,
TUCCINARDI E ROSSELLO, 2007; MURPHY E NAGASE, 2008). As MMPs
apresentam o Zinco catalitico estabelecendo o sitio ativo da enzima, um segundo ion
Zn(11) com funcédo estrutural e na sua maioria trés ions Ca(ll) também com fungdes
estruturais.

Como todas as proteinases extracelulares, as MMPs sdo secretadas como

proenzimas, ou zimogénios, inativadas pela interacdo entre o ion zinco no dominio
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catalitico e um grupo cisteina-sulfidril no dominio N-terminal (pro) (WINER, ADAMS
E MIGNATTI, 2018). Segundo Shi et al. (2021) existem diversos mecanismos que
regulam por sua natureza as MMPs através dos inibidores naturais, no entanto enquanto
alvos de prevencdo e tratamento de processos patolégicos as MMPs podem ser

controladas pelos inibidores sintéticos, que serdo discutidos no texto a seguir.

3.2 Inibidores de MMPs

Os inibidores das MMPs (IMMPs) podem ser classificados como sendo naturais
(enddgenos) ou sintéticos (peptidicos, ndo peptidicos, bifosfanatos ou derivados de
tetraciclina) (CLENDENINN E APPELT, 2001). Em condicdes fisiolégicas normais, as
MMPs sdo reguladas seletivamente por inibidores teciduais enddgenos especificos de
metaloproteinases (TIMPs), que inibem tanto a ativacdo das pré-enzimas quanto a
atividade das enzimas por meio de interacdes diretas (VISSE E NAGASE, 2003; SHI et
al., 2021). O desbalanco entre as MMPs e seus inibidores teciduais enddgenos (TIMPS)
pode resultar em atividade enzimatica exacerbada ocorrendo assim degradacdo anormal
da matrix extracelular (MEC) o que pode desencadeiar divesas patoldgias. Segundo
Tallant e Marrero (2010) as MMPs clivam diversos substratos, desta forma, sua atividade
impacta diretamente o ambiente extracelular de maneira agressiva e se sua atividade nao
for controlada sua acdo pode ser danosa e consequentemente acarretara em degradacéo
desrregulada da matrix extracelular.

Os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), compreende-se em uma
familia de quatro proteinas (TIMP-1 a 4) que se ligam reversivelmente ao sitio catalitico
de MMP de maneira estequiométrica (KAPOOR, et al., 2016; WINER, ADAMS E
MIGNATTI, 2018). Dentre as patologias associadas ao desbalanco entre as MMPs e seus
TIMPs estd o processo de metastase tumoral, para que o mesmo seja efetivado é
necessario que a enzima degrade a MEC permitindo a migracéo de células tumorais, que
se depositam em novos tecidos (CLENDENINN E APPELT, 2001; DAS, AMIN E JHA,
2021). E sdo justamente esse desbalanco entre MMPs e TIMPs o principal alvo dos
inibidores sintéticos que vem sendo desenvolvidos.

Durante as tltimas décadas houve um aumento frequente em buscas por inibidores
de MMPs seletivos, estaveis e potentes. Neste contexto, além de inibidores naturais,
existem os inibidores sintéticos das MMPs que, em geral foram pensados para se ligarem
ao ion de Zinco(ll) presente no dominio catalitico da MMP (GUPTA, 2007; AGRAWAL
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et al., 2008). Estes inibidores sdo chamados de ZBGs (Zinc Binding Groups), a maior
parte dos estudos se concentram nos compostos derivados do hidroxamato e &cido
hidroxamico (ver Figura 2). Outros MMPIs sdo projetados com base em principios
diferentes, como os derivados de tetraciclina (discutidos no item 3.3) e bisfosfonatos
(ACHARYA et al., 2004; GIRAUDO et al., 2004). Czarny et al . (2013) afirmam que
mais recentemente uma nova classe de candidatos a inibidor de MMPs, sendo
considerados a terceira geracao de inibidores das MMPs, estdo sendo pesquisados, desta
maneira, Jacobsen et al. (2013) corrobora com a afirmativa mostrando que esses
inibidores apresentam uma fraca ou nenhuma afinidade por zinco, mas especificamente
0 zinco catalitico, e se denominam n&o-ZBGs. E por fim, Giraudo et al. (2004) afirmam
que o desbalanceamento entre MMPs e TIMPs é diretamente dependente da MMP
individual alvo, e, portanto, 0 mecanismo de a¢do dos novos MMPIs deve ser pautado em
maior especificidade quando comparado as geracdes anteriores. Os inibidores podem ser

classificados em trés geracdes, que serdo discutidas abaixo.

3.2.1 Primeira geragédo de inibidores de MMPs

O estudo das MMPs comegou no inicio da década de 1980, entretanto, ja se tinha
conhecimento de sua existéncia em 1962. A primeira geracdo de MMPIs foi baseada em
peptideos (ou pequenas proteinas), tomando substratos de MMPs como modelos para o
projeto de inibidores (SHI et al., 2021). Esses substratos de MMPs em questéo trata-se
de diferentes tipos de colagenos, proteoglicanos e também glicoproteinas encontrados em
tecidos como a matrix extracelular onde, a partir de observacdes perceberam que as
MMPs se clivam nesses diferentes substratos sendo o comportamento tomado como
exemplo para o desenvolvimento da primeira geracdo de inibidores.

No entanto, Shi et al. (2021) afirmam que a flexibilidade molecular inerente e a
baixa biodisponibilidade de peptideos curtos restringiram significativamente sua poténcia
como drogas necessitando de maiores aprimoramentos. Um substituto de peptideo ideal
projetado para as enzimas ou receptores alvo atraves da modificacdo ou reforma de
peptideos naturais é denominado “peptideos miméticos” (LI E XU, 2009; SHI et al.,
2021). Os peptideos miméticos tentam imitar a estrutura de peptideos naturais, Shi et al.
(2021) exemplificam os inibidores a base de hidroxamato, afirmando que os peptideos
mimeticos a base de hidroxamato atuam como inibidores se coordenando com o Zn(ll)

catalitico presente no sitio ativo das MMPs. Batimastat e Marimastat (Figura 2)
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representam MMPIs a base do pioneiro hidroxamato, exibindo excelente atividade
anticancerigena em células tumorais e modelos animais como um inibidor de amplo
espectro de MMPs (COUSSENS et al., 2002; SHI et al., 2021). O Marimastat foi
desenvolvido com mecanismo de acdo analogo e com maior biodisponibilidade em via
oral como um tipo adaptado do Batimastat, atingindo assim os ensaios clinicos de fase 1l
e Il (SHI et al., 2021). No entanto, as pesquisas do marimastat foram forcadas a serem
abandonadas devido a seu efeitos colaterais como “sindrome musculoesquelética” onde
0S pacientes em tratamento com o0 mesmo se queixaram do resultado associado ao
farmaco e em seguida o descontinuaram. Desta forma, apenas dois medicamentos como
MMPI, denominados abametapir e doxiciclina, foram aprovados pela FDA (Federal Drug
Administration) para o tratamento de infestacdo por piolhos e periodontite (KIVELA-
RAJAMAKI et al., 2003; FISHER E MOBASHERY, 2006; BOWLES et al., 2015;
MATYSIAK-KUCHAREK et al., 2018; WAN et al., 2008; SHI et al., 2021). Sendo que
a doxiciclina ¢ um derivado da tetraciclina, cujo mecanismo de acdo ainda ndo é

totalmente elucidado.

Figura 2: Estrutura dos inibidores ZBGs: (a) Acido hidroxamico, R=substituinte organico (b) Batimastat
e (c) Marimastat.

Fonte: O autor (2023).
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3.2.2  Segunda geracéo de inibidores de MMPs

A segunda geragéo de inibidores de MMPs utiliza em suas estruturas diferentes
ZBGs, mecanismos com afinidade ao Zinco catalitico, baseados em peptideos miméticos
e peptideos ndo miméticos, sendo constituidos por inibidores de MMP a base de tiol,
acido carboxilico entre outros. O Rebimastat (Figura 3) (BMS-275291) é um MMPI &
base de tiol (IC50: MMP-1 =9 nM, MMP-2 = 39 nM, MMP-3 = 157 nM, MMP-7 = 23
nM, MMP-9 = 27 nM e MMP-14 = 40 nM), disponivel oralmente e de amplo espectro
(DAS, AMIN E JHA, 2021; NAGLICH et al., 2001). O suporte estrutural para seu ZBG
a base de tiol é um mimético ndo peptidico do coladgeno. Outro exemplo de ZBG a base
de tiol € derivado YHJ-132, que apresenta melhorias significativas nas propriedades
fisico-quimicas, como maior solubilidade em &gua e maior estabilidade no ar, sendo
considerado um inibidor de amplo espectro, apresentando eficacia na inibicdo das MT1-
MMP, MMP-1, MMP 2, MMP-3, MMP-7 e MMP- 9 (SHI et al., 2021).

Figura 3: Estrutura dos inibidores de segunda geragdo (a) Tanomastat. e (b) Rebimastat
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Fonte: O autor (2023).

Um inibidor tipico a base de acido carboxilico € o Tanomastat (BAY12-9566)
(Figura 3). O Tanomastat € um MMPI sintético ndo peptideo mimético, que possui um
grupo acido carboxilico livre como um farmaco6foro. Descobriu-se que é eficaz em
estudos in vitro e in vivo, entretanto, seu desenvolvimento como medicamento
antitumoral foi advertido em ensaios clinicos devido a rapida eliminacdo e toxicidade
(GATTO et al., 1999).

Outros MMPIs sdo projetados com base em principios diferentes, é o caso dos
derivados de tetraciclina, que serdo discutidos no item 3.3, e os bisfosfonatos
(ACHARYA et al., 2004; GIRAUDO et al., 2004; SHI et al., 2021).
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3.2.3 Terceira geracao de inibidores de MMPs

A terceira geragdo de inibidores compreende-se na utilizagdo de nanomateriais
associados ao tratamento de patologias como aquelas relacionadas ao desbalango das
MMPs. Os nanomateriais podem ser usados ndo apenas como carreadores de drogas, mas
também como agentes terapéuticos de doencas por meio da interacdo direta com
biomoléculas funcionais (SHI et al., 2021). Portanto, com base na interacdo de
nanomateriais com proteinas, alguns nanomateriais tém sido desenvolvidos como
potenciais agentes estimulatorios e inibitdrios da proteina alvo como as MMPs. Por outro
lado, Shi et al. (2021) afirmam que pesquisas apontam que 0s nanomateriais induzem
distdrbios funcionais na estrutura ou inibem a atividade fisiologica da proteina. Nas
ultimas décadas reuniram-se evidéncias significativas a respeito dos nanomateriais,
sugerindo que podem estar envolvidos na regulacdo de MMPs através desses mecanismos
inibitorios ou estimulatorios.

Mais recentemente descobriram que os nanocluster de ouro, as chamadas AuNPs,
mostraram um efeito inibitério na atividade das MMPs, dependendo do tamanho e da
carga superficial das AuUNPs (HASHIMOTO et al., 2017; SHI et al., 2021). Resultados
apontaram que os AuNPs de tamanhos menores e carregados negativamente foram
capazes de inibir a atividade enzimatica das MMP-2 e MMP-9 através de coordenacéo ao
ion Zn(11) presente no sitio catalitico das MMPs.

Ao analisar a literatura, o que se pode afirmar é que, a regulacdo da atividade
enzimatica das MMPs por nanomateriais utiliza como estratégia alternativa a interacédo
direta dos nanoinibidores com as MMPs. Shi et al. (2021) corroboram dizendo que apés
ajuste de parametros fisico-quimicos dos inibidores de MMPs baseados em nanomateriais
poderdo ser otimizados, segundo 0 mesmo ao se ajustar os parametros de forma fina
permite-se que 0s nanoinibidores obtenham acesso seguro de aplicacdo em sistemas
bioldgicos fornecendo maiores oportunidades de otimizacbes adicionais com base nas
suas fungdes bioldgicas.

No entanto, o conhecimento dos mecanismos inibitdrios utilizados na regulacéo
da atividade enzimatica das MMPs por inibidores desenvolvidos através de
nanotecnologia é preliminar, e se faz necessario pesquisas que busquem esclarecer os
principais aspectos relacionados aos nanomateriais, sendo que na maioria das pesquisas

existentes observa-se inicialmente apenas a relacdo entre a flutuacdo da atividade
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enzimatica das MMPs causada pela interacdo com o0s nanomateriais, mas os resultados
dessas flutuagbes e os mecanismos de inibicdo raramente séo descritos na literatura,

sugerindo-se etapas iniciais de pesquisas.

3.3 Tetraciclinas como inibidores de MMPs

As tetraciclinas (TCs) sdo uma familia de moléculas estudadas desde a década de
1940, e ja foram utilizadas no tratamento de inimeras doencas infecciosas causadas por
bactérias gram-positivas e gram-negativas (BORGHI E PALMA, 2014). As TCs
constituem uma familia de antibiéticos de amplo espectro de atividade antibacteriana,
atuando principalmente na inibicdo da sintese proteica (NELSON, HILLEN E
GREENWALD, 2001; MARCIAL, 2013). O termo tetraciclina é utilizado para descrever
toda uma classe de moléculas caracterizada pela juncdo de quatro anéis aromaticos de
seis membros que sdo deveras equivalentes entre as TCs. A sintese da molécula de
tetraciclina e seus derivados agucaram o interesse de estudiosos durante décadas devido
seu potencial de emprego em diversas patologias.

Ao se retirar o grupo funcional dimetilamino (DMA) na posi¢édo C4 da TC foi
observado que a mesma perdia a atividade antimicrobiana, porém mantinha a atividade
inibidora de certas metaloproteinases, assim, surge uma nova classe de moléculas
conhecidas como Tetraciclinas Quimicamente Modificadas, as chamadas CMTs
(ACHARYA, et al., 2004). Desta maneira, destaca-se que as CMTs sé&o um grupo de
tetraciclinas com maior potencial de inibicdo da atividade das MMPs e possuem como
vantagem em relacdo as TCs convencionais o fator toxicidade, onde, as CMTs apresentam
menor toxicidade no organismo. As TCs estudadas como IMMPs incluem as antibidticas
como: doxiciclina, minociclina, além da prépria tetraciclina.; mas também inclui as
tetraciclinas quimicamente modificadas (Figura 4) que inibem as metaloenzimas por
mecanismos ndo antimicrobianos (CHOPRA E ROBERTS, 2001).

A classe das CMTs ¢é constituida por uma familia de pelo menos 10 moléculas
(CMT-1- 10) sem a presenca, em geral, do grupo dimetilaménio (DMA) na posicdo C4
(alguns exemplos na Figura 4). O mecanismo de inibi¢cdo das MMPs pelas CMTs ainda
ndo é completamente elucidado, entretanto sabe-se que ha a interagdo com os ions de
Zinco(Il) e Calcio(ll) associados com as metaloproteinases, bloqueando o sitio ativo,
inibindo a acdo da enzima (ALYOUSEF, DIVAKAR E MUZAHEED, 2017).
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Figura 4: Estruturas da TC e dos derivados doxicilina e das CMTs estudadas neste trabalho.
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Fonte: O autor (2023).

Estudos experimentais mostraram que o andlogo CMT-3, também conhecida
como COL-3, (Figura 4) é o mais eficiente das CMTs como inibidor de metaloenzimas,
sendo a Unica que chegou a fase Il de testes clinicos (ALYOUSEF, DIVAKAR E
MUZAHEED, 2017). Marcial et al. (2014) buscaram elucidar o mecanismo de agéo de
diferentes derivados das CMTs como candidatos a antitumorais, a partir de estudos
empregando metodologias tedricas como, simulacdes de calculos ab initio e simulagdes
de docking molecular. Seus estudos demostraram que a CMT-3 interagia com 0 zinco
catalitico através da intercalagdo com o canal S1° da enzima. O canal S1’° é um canal ao
redor do sitio catalitico que constitui a regido de maior especificidade da enzima (Figura
5). Sendo um dos pontos chaves a se explorar no estudo dos mecanismos de inibicdo das
MMPs.
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Figura 5: Estrutura da MMP-2 em isosurface. Em destaque o canal hidrofobico S1° da ezima, que

estabelece a especificidade das MMPs, aqui complexado com diferentes CMTSs.

S1’ pocket

Fonte: O autor (2023).

Foi sugerido que, 0 modo de interacao distinto da CMT-3, se devia a simplicidade
da sua estrutura, que permitia a intercalagdo com canal S1’° da enzima, levando a mesma
a apresentar maior energia de interagdo com o receptor em comparagdo com as demais
CMTs testadas (MARCIAL et al., 2012). Diversas conclusdes foram obtidas a partir
desses estudos com modelagem molecular, dentre elas, sugeriram que modificacdes
especificas no anel D da CMT-3 poderia aumentar a afinidade pela enzima e
consequentemente a levar a uma maior atividade do inibidor. Wiesner (2019) apresentou
o interesse de modificar a estrutura da CMT-3 para aumentar a interacao, especificidade,
e, consequentemente, a inibicdo da atividade enzimatica das MMP-2 e MMP-9,
esperando-se que essa mudanca especifica na estrutura pudesse aumentar a estabilidade
do complexo proteina-ligante e induzir mudangas conformacionais na enzima, impedindo
sua atividade catalitica. Os resultados das simulagdes de docking molecular
demonstraram que a modificacdo da estrutura na posicdo C9 aumenta a reatividade da
molécula, por essa razdo, foram selecionados alguns dos substituintes para estudos, sendo
derivados das aminometiltetraciclinas (AMCs) e das glicilclinas formando uma nova
classe de analogos a CMT-3 (WIESNER, 2019). Tendo sido estudados 12 diferentes
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analogos, que foram ancorados dentro do sitio ativo da MMP-9, utilizando o programa
Autodock® para realizar simulagfes de docking molecular, dos quais 3 obtiveram energia
de ligagéo maiores do que a CMT-3 sem modificacéo.

Apesar dos trabalhos descritos acima e de outros disponiveis na literatura,
percebe-se que ainda hd muito o que se investigar acerca do mecanismo de inibigcdo das
MMPs pelas moléculas derivadas da TCs, como as CMTs. De modo que, no presente
trabalho serd estudado as propriedades estruturais das MMPs, definindo as diferengas que
geram a especificidade entre elas, e posteriormente serdo realizadas simulacdes de
docking molecular para avaliar a interacdo das CMTs com o sitio ativo de MMPs de cada
uma das classes buscando explorar as diferencas estruturais entre essas MMPs que possa
contribuir para maior especifidade do complexo proteina-ligante.
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4. METODOLOGIA

4.1 Pesquisa na literatura

Na primeira parte do trabalho foi avaliado a estrutura, propriedades, inibidores, e
0s mecanismos de inibicdo das MMPs. Tal avaliacéo se realizou mediante uma pesquisa
literdria acerca das MMPs, através da pesquisa bibliografica qualitativa e de carater
exploratério, ou seja, baseando-se na pesquisa bibliografica, procurando as referéncias
tedricas publicadas com o intuito de colher informagdes ou conhecimentos prévios sobre
0 tema em anélise. Segundo Matos e Vieira (2001), a pesquisa bibliografica trata-se de
levantamento de referéncias tedricas ja analisadas e publicadas por meios escritos e
eletrénicos, como livros, artigos cientificos e pagina de web sites.

Se tratando da perspectiva qualitativa da pesquisa, Fonseca (2002), nos tras que
essa modalidade de pesquisa se preocupa com aspectos da realidade que ndo podem ser
quantificados, centrando-se na compreensdao e explicacdo do objeto de estudo da
pesquisa, ou seja, possui enfoque na interpretacdo do objeto de estudo e da importancia
do contexto do objeto pesquisado. Como fonte de pesquisa se utilizou bases de dados
como Web of Science, Scorpus, Periddicos CAPES , Scielo e livros publicados da area,
utilizando as palavras chaves: (inhibitors MMPs) e (Matrix Metalloproteinase) bem como
seus correspondentes da lingua portuguesa. Nao se aplicou limitacdo sobre datas de
publicacdo, pois buscou-se analisar os surgimentos dos termos em artigos cientificos bem

como as métricas de publicacdo ao longo dos anos.

4.2 Perspectiva computacional

Na perspectiva computacional buscou avaliar a interacdo de uma grupo de
derivados das TCs com o sitio ativo de um conjunto de MMPs representativas de cada
classe estudadas na primeira parte do trabalho, aplicando metodologias de Docking
Molecular (DM). Os métodos de DM possibilitam a triagem virtual de farmacos com base
na estrutura do receptor e predicdo da sua afinidade com o receptor biologico, e sdo
amplamente aplicados na pesquisa cientifica dentro do chamado Desenho Racional de
Farmacos, sendo uma ferramenta importante, sobretudo, para a quimica medicinal, no
desenvolvimento de novas drogas e na otimizacdo dos candidatos a farmacos (DE
AZEVEDO, 2019; DNYANDEYV et al., 2021). Atualmente temos disponiveis diversos
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programas para simulacdo de DM (p.e. Autodock®, Gold®, Glide®, FlexX®, Dock®,
X-cscore®, DrugScore®), em geral todos seguem estratégias baseadas na estrutura do
receptor, porém varia o algoritimo aplicado na busca e avaliacdo dos complexos formados
entre receptor-ligante (PAGADALA et al., 2016; DNYANDEV et al. 2021; MENG et al.
2011). Os passos fundamentais dos protocolos de docking molecular mais comuns estdo

descritos na Figura 6.

Figura 6: Fluxograma das etapas comuns aos diferentes modelos de Docking Molecular.

Selecao do alvo

molecular Selecio do ligante

Preparacao do alvo Preparacacio do
molecular ligante

Daocking

Avaliacio dos
resultados

Fonte: O autor (2023).

Tendo em vista o protocolo comum de docking molecular tido como padréo, nos
subtopicos a seguir descreveremos as etapas do fluxograma aplicadas no presente
trabalho, sendo que o programa utilizado foi o Autodock (MORRIS et al. 1998), que
possui licenca livre para uso académico e € o programa de docking mais citado na
literatura dos Gltimos anos (MENG et al., 2011; PAGADALA et al., 2017).

4.2.1 Selecéo e preparagéo das estruturas dos alvos moleculares e ligantes

Para esses estudos as estruturas dos receptores, no caso as MMPs, foram obtidos
do banco de estruturas PDB (Protein Data Bank), em geral as estruturas deposidadas no
PDB foram resolvidas por métodos como difracdo de Raios-X e RMN, apos obter a
estrutura cristalografica das enzimas, os arquivos para a simulacdo foram preparados

usando o programa AutoDockTools(Morris, 2009). Utilizou-se apenas as coordenadas X,
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Y e Z da cadeia (A) que contém as sequéncias de aminoacidos e os ions (Zn(l1) e Ca(ll)),
removendo assim todas as moléculas de &gua, residuos, ligantes e em caso de estruturas
quarternarias cadeias (B,C e D) que se encontravam na estrutura cristalogréfica.

Os ligantes explorados sdo derivados da TC, especificamente tetraciclinas
quimicante modificadas com maior potencial anti-MMP (CMT- 3, -7, -8) e 0 analogo
doxiciclina (Dox). Para realizagéo da simulagdo do DM as geometrias dos ligantes foram
otimizadas aplicando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) com o funcional hibrido
B3LYP e o conjunto de funcbes de base 6-31G(d) para todos os atomos em fase gasosa.
Realizou-se célculos de frequéncias harmdnicas no mesmo nivel de teoria para verificar
que se tratava de minimos na Superficie de Energia Potencial (SEP). Esses céalculos foram
executados usando o software Gaussian-09® disponibilizado pelo pesquisador colaborador
Dr. Vytor Pinheiro Oliveira do grupo de quimica computacional do Instituto Tecnoldgico de
Aerondutica - ITA.

Vale ressaltar que o método usado nesta etapa faz parte do protocolo de docking
descrito na literatura para estudos de interacdo das CMTs com metaloproteinas (MARCIAL
et al., 2012, 2013), no presente estudo foi aplicado tal protocolo para fins de comparagao.
De forma, que foge do escopo do presente texto a discussdo detalhada dos métodos teoricos
empregados, mas para revisdo de métodos tedricos e modelagem computacional sugerimos
os livros: Métodos de Quimica Tedrica e Modelagem Molecular de Morgon e Coutinho
(MORGON E COUTINHO, 2007), bem como artigos publicados em revistas nacionais e

periddicos internacionais da area.

4.2.2 Simulacao de docking Molecular para anélise dos sistemas proteina-
ligante

A modelagem dos complexos entre as MMPs e os ligantes derivados da TC
ocorreu atraves de simulagdes de docking, nas quais os ligantes foram docados dentro do
sitio ativo dos receptores MMPs. O docking molecular é desde a década de 80 uma das
muitas ferramentas computacionais mais utilizadas para anélise e reconhecimento de
processos moleculares como interacdes proteina-ligante (MENG et al., 2011). Através de
metodologias de docking molecular é possivel analisar as possiveis interagdes existentes
entre um ligante e uma macromolécula alvo em nivel molecular, desde que suas estruturas
3D sejam resolvidas, auxiliando na elucidacao de processos bioquimicos fundamentais.

Essa técnica computacional se baseia em duas etapas fundamentais: i- prevé a
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conformacdo bem como a posicéo e orientacdo do ligante dentro de um sitio predefinido
do receptor; e ii- permite prever a afinidade receptor-ligante mediante a aplicagéo de
algoritmos de busca conformacional aliada a uma fungdo de avaliacdo (funcdo de
scoring), que permite o calculo da energia de interacdo do complexo proteina-ligante
fornecendo assim uma estimativa de afinidade presente no complexo. O que diferencia
os diferentes softwares de docking molecular previamente mencionados € a utilizacao de
diferentes algoritmos de buscas conformacionais para analisar as melhores orientagdes e
conformac0@es que o ligante apresenta frente ao alvo molecular e diferentes fungdes de
avaliacdo para predizer a energia recptor-ligante.

Neste trabalho utilizou-se para realizacdo de célculos e simula¢bes o programa
Autodock® (MORRIS, 2009), e no texto abaixo apresento uma breve descricdo dos
métodos de docking empregado pelo Autodock®.

O software Autodock® emprega em sua programacao um algoritimo genético de
busca conformacional no espago denominado Lamarckiano (LGA) para numa complexa
hipersuperficie de energia predizer conformag&o e orientacdo da molécula ligante no sitio
do receptor (MORRIS et al., 1998). Esse algoritimo genético utiliza operadores genéticos
de recombinacéo (crossover) e mutacdo inspirados no principio da selecdo natural (Teoria
da evolucéo de Darwin) para selecionar os individuos ou conformacdes que sobreviveram
para proximas geragdes. As principais etapas sao:

Espaco de busca: onde estdo todas as possiveis solu¢des do problema

Funcdo avaliacdo (objetivo): Avaliar as solucdes. No docking é a energia de
interacdo proteina-ligante.

Crossover: Pares aleatérios de individuos sdo acoplados num processo de
cruzamento, sendo que novos individuos herdam genes dos pais.

Mutacédo: Alguns descendentes sofrem mudanca genética aleatdria para garantir
a diversidade.

Selecdo: baseada na funcdo avaliacéo.

As populacdes evoluem através de sucessivas geracOes até encontrar a solugédo
Otima.

No Autodock a funcgdo de avaliacdo é utilizada para predizer a afinidade de ligacdo
do complexo receptor-ligante aplicando um modelo de avaliacdo da energia de ligacédo
AG"9%¢%° Esta funcdo é geralmente empirica baseada em campos de forga classicos, no
caso do Autodock é aplicado o campo de forca AMBER (Assisted Model Building with
Energy Refinement) modificado. Esses campos de forca sdo um conjunto de funcGes
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classicas individual previamente parametrizadas para um dado conjunto de tipos de
atomos, por exemplo, o AMBER foi parametrizado para biomoléculas, especialmente
proteinas (PONDER E CASE, 2003). A forma funcional do campo de forca AMBER
usado no Autodock se refere a soma de varias contribuicdes quimicas e estruturais

(Equacdo 1).
AGligagéo = AGvdw + AGele + AGconform + AGtors + AGHbond + AGsol (1)

Onde AG,q4, relaciona-se com a dispersdo e repulsdo, AG,;. as interacdes
eletrostaticas, AGconrorm desvio da geometria covalente, AGy,, restricdo de rotagdo
interna, AGypona ligagdes de hidrogénio e AGg,, efeitos de solvatagéo.

Como no Autodock a energia é calculada para a interacdo entre pares de atomos
proteina-ligante e ligante-ligante, como vemos na Eq. 2, o custo computacional cresce a
medida que se aumenta o nimero de atomos (N) do complexo (aumento com N?). De
modo que a maioria dos programas de docking realizam o chamado docking rigido, no
qual apenas o ligante ¢ flexivel durante a simulagéo, no entanto ha possibilidade executar
o docking semi-rigido, no qual ligante e parte da cadeia lateral de aminoacidos da
proteina sdo flexiveis, e hd atualmente uma busca pela implantacdo do docking totalmente
flexivel, sendo esse o maior desafio nesta area de modelagem (MENG et al., 2011;
DNYANDEYV et al., 2021).

46 = Z Z Eintermolecular Z z Eintramolecular (2)

proteina ligante ligante ligante

Para contornar o custo computacional descrito acima, o Autodock usa uma
metodologia baseada em grade, isso requer um diagrama tridimensional X)Y e Z,
denominado pelo software de Grid Box, que contém o0s atomos do ligante e apenas 0s
atomos do receptor vizinhos ao sitio de ancoragem, gque é englobado por uma grade/rede
tridimensional, essa grid box é gerada pelo modulo autogrid do Autodock. Um atomo
referéncia é colocado em cada ponto da rede tridimensional gerada e séo pré-calculados
potenciais de interacdo atbmica para cada tipo de atomo do ligante (Figura 7).
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Figura 7: Representacdo de uma grade de energia cubica centrada no sitio de ligacdo da MMP-9.

gnd spacing /A

L
grid pomnt

atomo referéncia—1

eixoz

Grade centralizada no sitio ativo da MMP-9

eixo

Tipos de atomos do ligante

Fonte: Adaptada de Magalh&es, 2006.

Ao fim da simulacdo do docking o programa retorna as melhores conformacg6es
ou poses dos ligantes dentro do sitio da enzima explorada sendo ranqueados de acordo
com o valor da enrgia livre de ligagdo (AG-PBE) ou da chamada Lowest Docked binding

Energy, LDBE, calculada conforme a equacdo 3 (MORRIS et al., 1998).

AGPBE = RTInK, (3)

Na qual, AGLPBE ¢ a enrgia livre de ligagdo; R é a constante dos gases; T é
temperatura (298,15 K) e K; é a constante de inibicdo. Sendo que Ki é a quantidade do
ligante para inibir, determinado processo ou componente bioldgico em 50% da
quantidade inicial: assim, quanto menor o valor de Ki, mais ativo € um composto.

Nas simulagbes de docking molecular realizadas neste trabalho se aplicou um
protocolo de docking descrito previamente na literatura para esses sistemas (MARCIAL
et al., 2012). No qual empregou-se como parametros da grade tridimensional os valores
de 80x80x80 e pontos com espacamento de rede de 0,275 A centralizado no ion de zinco

catalitico das diferentes MMPs, como parametros de busca conformacional na simulagéo
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de docking utilizou o algoritimo genético Lamarckiano (LGA) empregado pelo software
Autodock® (Morris, 2009) e configurado em 100 buscas conformacionais para cada
ligante ancorado nas diferentes MMPs com tamanho da populacdo de 150, foram
aplicadas no maximo 250000 avalia¢6es de funcéo e niUmero maximo de geracGes 27000.
Foi adicionado aos receptores hidrogénios polares e calculadas as cargas Gasteiger para
toda proteina. Foi adicionado carga formal +2 aos ions de Zinco e Célcio, que se fazem
necessarios para os calculos de potenciais de interacdo. As estruturas dos complexos
MMP-c:CMT-n e MMP-c:Dox obtidos das 100 buscas conformacionais foram analisadas
e salvas como as duas conformacGes de menor energia de ligacdo baseado na funcdo de
avaliacdo usando o0 mddulo AutoDockTools do programa Autodock® (MORRIS, 2009)
e 0 programa de visualizagdo molecular, Visual Molecular Dynamics (VMD®). Para
identificagdo das regides “chaves” de interacdo das metaloproteinases com os ligantes
testados usou-se o programa LIGPLOT + a partir da estrutura 3D dos complexos
(WALLACE, LASKOWSKI E THORNTON,1995).

Para todas as conformacOes que apresentaram menor energia livre de ligacao
(AG'PBE), conformagdo 1, entre os diferentes ligantes € MMPs obteve-se as
representacdes 2D dos complexos formados. O LIGPLOT + traz uma representacdo 2D
com informagBes importantes como principais interacbes do ligante com a proteina,
ligacbes covalentes, ligacGes de hidrogénio, residuos de proteinas e atomos
correspondentes envolvidos em contatos hidrofébicos. Conforme indicado por Wallace,
Laskowski e Thornton (1995) manteve-se os parametros default do programa LIGPLOT+
(Tabela 1).

Tabela 1: Pardmetros LIGPLOT+ aplicados nas analises dos complexos proteina-

ligante.
Parametros LIGPLOT+ para calculos de interacdo proteina/ligante
Distancia entre Hidrogénio e atomo <27A
aceptor
Distancia entre atomo doador e &tomo <33A
aceptor
Angulo entre os atomos > 90°
Parametros para ligagdes usados no mapeamento das interacdes hidrofobicas
Distancia entre dois atomos de carbono <39A

Fonte: LIGLOT +
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Pesquisa na literatura

Na primeira parte do presente trabalho foi realizado uma revisdo acerca das
MMPs, suas propriedades, seus inibidores e principais processos associados, que foi
descrita no item fundamentagdo tedrica. Aqui neste item, nos propomos a discutir como
este tema das MMPs vem sendo tratado ao longo dos anos na literatura publicada. Para
tal pesquisa foi realizada uma busca pelos termos “Matrix Metalloproteinase” e
“inhibitors MMPS” e seus respectivos equivalentes em portugués nas bases de dados
como Web of Science, Scorpus, Peridédicos CAPES.

A busca pelo termo em portugués “Metaloproteinase da matriz” no portal
periddicos CAPES apresentou como resultado um total de 107 textos (incluindo artigos,
capitulos de livro, resenhas etc.) publicados e revisados por pares entre 0s anos de 1999
a 2022. Esse comportamento ja era esperado, pois embora o portal periédico CAPES
constitua uma lista de bases interligas e apresente um quantitativo total dos descritores
que estdo vinculados em diferentes bases, a pesquisa disponivel na literatura em sua
maioria € de lingua inglesa. Logo iniciamos as buscas pelo termo em inglés “Matrix
Metalloproteinase™ nas bases Web of Science e Scopus, que sdo as maiores bases de busca
por artigos de revistas cientificas e capitulos de livros.

A base web of Science apresenta os resultados em lingua inglesa, e foram obtidas
59,932 publicagdes selecionadas da colecdo principal da base de dados, sendo todos
revisados por pares, entre os anos de 1979 a 2023. J& a base Scopus apresenta resultados
em todas as linguas e na qual foi obtido um total de 96,239 publicacGes entre os anos de
1979a2023. A Figura 8a ilustra as métricas de publicacdes de documentos por ano, nota-
se que o0 descritor surge nas bases de dados em 1979 com poucas publicacfes e tendo
como a primeira publicagdo encontrada o estudo de Dingle, J.T. (1979) trazendo recentes
informacBes sobre o controle de danos articulares que se desenvolvia por atividade
enzimatica exacerbada causando a degradacdo da Matrix extracelular, relacionando assim
a patologia inflamatorias com as Metaloproteinase da Matriz, entretanto, Jerome Gross e
Charles Lapiére ja relatavam informagdes de estudos sobre uma enzima ativa degradadora
do colageno tipo |1 em 1962 onde a atividade colagenolitica foi observada em tecidos de
anfibios (GROSS E LAPIERE, 1962). Apenas 3 artigos foram publicados de 1979 até

1987, sendo que, a partir de 1991 nota-se 0 interesse crescente por pesquisas na area
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constituindo seu apice de intensidade em quantidade de publicacbes os anos de 2015
(4937 publicacBes) e 2021 (5090 publicacBes). Esses numeros ndo s6 mostram a
importancia do tema ao longo dos anos dado o nimero expressivo de trabalhos, mas que
essas pesquisas acompanham o desenvolvimento das técnicas experimentais e métodos

tedricos de analise de sistemas e processos quimicos e biologicos.

Figura 8: Métricas de publicacfes de documentos por ano para os termos (a) “Matrix Metalloproteinase”
e (b) “inhibitors MMPs” na base de dados Scopus.

500

« (a) (b)

0 eee o
1979 1983 1987, 1991 1995 1998: 2003 20070 2011  G2015° 2019 2023 1990 1993 1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014 2017 2020 2023

Ano de publicagéo Ano de publicagdo
Copyright © 2023 Elsevier B.V. All rights reserved. >copusw is a registerea wrademark of Elsevier B.V. Copyright © 2023 Elsevier B.V. All rights reserved. Scopus® is a registered trademark of Elsevier B.V.

Fonte: Adaptada de Scopus®

Analogamente, foi realizada a busca nas mesmas bases de dados utilizando o
descritor “inhibitors MMPs” e correspondente da lingua portuguesa, ilustrados na Figura
9b. Na base Web Of Science obteve-se como resultado 10,832 publicac¢des selecionadas
da colecdo principal da base de dados, sendo todas revisadas por pares, entre 0s anos de
1990 a 2023, e, por fim, utilizando a base Scopus obteve-se como resultado
11,046 publicagdes entre os anos de 1990 a 2023. A Figura 8b demonstra que o descritor
surge nas bases de dados em 1990 tendo como primeira publicacdo encontrada a pesquisa
de Wahl, R.C, Dunlap, R.P. e Morgan, B.A. (1990), este trabalho traz os conceitos
bioquimicos das enzimas e os modos de inibi¢do da colagenase e estromelisina, sendo
que na época se conheciam aproximadamente 11 das 26 MMPs. Interessante que no
mesmo ano houve o comeco da ascensdo por pesquisas voltadas ao descritor “Matrix
metalloproteinase”, sugerindo que tendo o conhecimento sobre o processo fisiolégico das
enzimas, e, que ja se suspeitavam da associa¢do das mesmas com patologias, comegou-
se a corrida por pesquisas voltadas a inibicdo da atividade enzimatica exacerbada das
MMPs.


https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=7103329504&zone=
https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=7402905435&zone=
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A seguir uma breve discussdo e andlise qualitativa das referéncias mais
importantes (Tabela 2) que foram usadas no referencial tedrico do presente trabalho
acerca das MMPs, bem como dos seus inibidores. Vale ressaltar que uma revisdo mais
aprofundada foi publicada em 2020 por Li, Tay e Yiu, com aproximadamente 200
referéncias, discutindo as perspectivas passadas, presentes e futuras das MMPs (LI, TAY
E YIU, 2020).

Tabela 2: Principais referéncias que constitui o referencial tedrico deste trabalho acerca

das MMPs.
Autores(as) Titulo Ano
LIOTTA, L. A.; Role of collagenases in tumor cell 1982
THORGERSSON, u. P.; invasion.

GARBISA, S. et al.
GOLDBERG G. I.; EISEN A. Z.  Extracellular matrix 1991
metalloproteinases in tumor
invasion and metastasis.
CLENDENINN, N. J.; APPELT, Matrix Metalloproteinase Inhibitors 2001
K. In Cancer Therapy.
VISSE, R.; NAGASE, H. Matrix Metalloproteinases and 2003
Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases.

TALLANT, C.; MARRERO, A.; Matrix metalloproteinases: Fold 2010
GOMIS-RUTH, F. X. and function of their catalytic

domains.
CABRAL-PACHECO, G. A. et The Roles of Matrix 2020
al. Metalloproteinases and Their

Inhibitors in Human Diseases.

Em 1982, Liotta e colaboradores (LIOTTA et al., 1982) publicaram um artigo
atribuindo discussdes sobre o papel das colagenases na invaséo de células tumorais, no
qual afirmam que as colagenases sdo uma familia de metaloproteinases que
desempenham um papel na facilitacdo do processo de invasdo de células tumorais em
dois tipos de matriz extracelular, que sdo elas, membranas basais e estroma intersticial
em diferentes estagios do processo de metastase. Segundo Liotta et al. (1982) a matriz
extracelular é constituida por colageno, proteoglicanos, elastina e glicoproteinas em
formato de malha e impede ou ndo abre espacgo para movimento celular. Baseando-se em
outros pesquisadores, eles sugeriram que as proteases colagenoliticas secretadas por
células tumorais degradam a matriz extracelular e promovem a migracdo das células,
sendo observado em grande nimero de tumores animais e humanos, que houve um

aumento da quantidade de metaloproteases colagenoliticas em tecidos malignos.
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Em 1991, Goldberg, G. I. e Eisen, A. Z. (GOLDBERG E EISEN, 1991)
publicaram um livro intitulado “Metaloproteinases da matriz extracelular na invasao
tumoral e metéstase”, que compde parte da série de livros Cancer Treatment and
Research, onde, a publicacdo reune e evidencia os progressos cientificos de diferentes
pesquisas voltadas para a exploracdo de aspectos principais das MMPs até aquele
determinado momento como estrutura, fungdes associadas aos processos fisioldgicos e
expressao génica, que demonstravam participar da degradacdo da matriz extracelular. As
pesquisas evidenciadas pelos autores apontavam a implicacdo das MMPS no processo de
invasdo e metastase tumoral onde sugeriam que a ocorréncia se dava por meio da
degradacédo da matriz extracelular.

Em 2001, Clendeninn e Appelt (CLENDENINN E APPELT, 2001) também
publicaram um livro intitulado “Inibidores da metaloproteinase da matriz na terapia do
cancer”, trazendo diversos capitulos argumentativos sobre estrutura, propriedades,
biologia, bioquimica e inibidores teciduais endogenos e exdgenos e discutindo a
correlacdo das enzimas associadas a patologia, cancer. De forma geral, os autores expdem
0s principais grupos de metaloproteinase conhecidos, que sdo as Colagenases,
Gelatinases, Estromelisinas 1 e 2, Matrilisinas e MMPs ligadas a membrana,
especificamente conhecidas como MMP-c (c=1,2,3,4,5,6,7,8,9, e etc.). Eles também
discutem que através de pesquisas em diferentes tumores, como exemplo, pancreas,
mama, cblon, pulméo e outros foi possivel verificar que esses tecidos apresentam alta
expressao das metaloproteinases da matriz na regido afetada pelo tumor e em
contrapartida tecidos normais adjacentes nao apresentam essa alta expressao, sugerindo
que esse comportamento se devia ao desbalanco entre os inibidores teciduais de MMPs
denominado TIMPs e as préprias MMPs causando o aumento da atividade enzimatica, e
consequentemente a degradacdo da matriz extracelular possibilitando o processo de
metéstase tumoral.

Em 2003, Visse e Nagasse (VISSE E NAGASSE, 2003) publicaram um artigo
trazendo as caracteristicas da Metaloproteinases da matriz e Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases discutindo estrutura, fungdo e aspectos bioquimicos. Entre suas
argumentacoes Visse e Nagasse (2003) trazem que as enzimas hidrolisam componentes
da matriz extracelular e desempenham um papel central em muitos processos biologicos,
tais como embriogénese, remodelacédo de tecidos, cicatrizacdo de feridas e angiogénese,
e quando se encontram em desbalango estdo relacionadas a patologias como ateroma,

artrite, cancer e ulceracao tecidual.


https://link-springer-com.ez369.periodicos.capes.gov.br/chapter/10.1007/978-1-4615-3940-7_20#auth-Gregory_I_-Goldberg
https://link-springer-com.ez369.periodicos.capes.gov.br/chapter/10.1007/978-1-4615-3940-7_20#auth-Arthur_Z_-Eisen
https://link-springer-com.ez369.periodicos.capes.gov.br/bookseries/5808
https://link-springer-com.ez369.periodicos.capes.gov.br/bookseries/5808
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Em 2010, Tallant e Marrero (TALLANT E MARRERO, 2010) publicaram um
artigo intitulado “Metaloproteinases de matriz: Dobra e funcdo de seus dominios
cataliticos”, no qual trazem que as MMPs sdo proteinas e peptideos hidrolases
dependentes de zinco e estdo amplamente envolvidas na regulacdo do metabolismo por
meio de extensa degradacdo de proteinas e hidrolise seletiva de ligacGes peptidicas.
Segundo os autores se as MMPs apresentarem processos fisiolégicos anormais, como o
desequilibrio entre MMPs e TIMPs, e se ndo forem submetidas a um processo de
regulacdo elas se tornam destrutivas desencadeando assim patologias como artrite,
inflamacéo e cancer.

Em 2020, Cabral-Pacheco e colaboradores (CABRAL-PACHECO et al., 2020)
publicaram um artigo intitulado “Os papéis das metaloproteinases de matriz e seus
inibidores em doencas humanas”, no qual apresentam uma revisao geral afirmando o que
muitos pesquisadores vem publicando a anos, mas com certa atualizacdo dos estudos
voltados para as metaloproteinases e patologias associadas. Eles afirmam que as MMPs
sdo uma familia de endopeptidases remodeladoras da matriz extracelular (MEC)
dependentes de zinco e que tém a capacidade de degradar quase todos os componentes da
MEC, tendo em vista que a degradacdo da mesma é de suma importancia pois esta
diretamente ligada aos processos fisioldgicos embrionario, angiogénese, remodelacao de
tecidos e reparagdo celular. Entretanto, quando em atividade anormal, ou seja,
demonstrando atividades exacerbadas levando a uma maior degradacdo da matriz
extracelular, pode vir a ocorrer o desenvolvimento de doencas crénicas com aspectos
degenerativos, sendo associadas aos processos de neurodegeneragdo e progressao do
cancer, afirmam que o desbalanco entre os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) e as
MMPs implica em fisiopatologia e progressao de varias doencas.

A Tabela 3 apresenta os principais trabalhos pesquisados acerca dos inibidores
das MMPs, que serdo discutidos a seguir. Em 1993, McDonnell, S. e Fingleton, B.
(MCDONNELL E FINGLETON, 1993) publicaram um artigo intitulado “Papel das
metaloproteinases de matriz na invasdo e metastase: biologia, diagndstico e inibidores.
Segundo os autores a expressdo dessas enzimas € regulada no nivel transcricional por
diversos fatores de crescimento, entretanto, também sdo regulados por uma familia de
proteinas especificas que atuam como inibidores naturais, sendo denominados de
inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs). Os autores Mcdonnell e Fingleton
(1993) discutem uma correlacdo entre a expressao das metaloenzimas e o potencial

metastatico, onde sugeriram que através da compreensdo da expressdo da


https://sciprofiles.com/profile/1330326
https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=7006725544&zone=
https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=7004049388&zone=
https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-0027719839&origin=resultslist&sort=plf-t&src=s&st1=review+inhibitors+MMPs&sid=ff96e6f5cbd2739e5875045458040f99&sot=b&sdt=b&sl=37&s=TITLE-ABS-KEY%28review+inhibitors+MMPs%29&relpos=4&citeCnt=16&searchTerm=
https://www-scopus.ez369.periodicos.capes.gov.br/record/display.uri?eid=2-s2.0-0027719839&origin=resultslist&sort=plf-t&src=s&st1=review+inhibitors+MMPs&sid=ff96e6f5cbd2739e5875045458040f99&sot=b&sdt=b&sl=37&s=TITLE-ABS-KEY%28review+inhibitors+MMPs%29&relpos=4&citeCnt=16&searchTerm=
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metaloproteinases e da atividade proteolitica pode-se obter o desenvolvimento de agentes
terapéuticos com potencial de reduzir a incidéncia de metastase tumoral, e que a partir da
compreensdo desses modos de inibi¢do dos (TIMPs) frente as MMPSs propuseram agentes
terapéuticos sintéticos que desempenhariam esse papel quando as MMPs se encontrarem

em desequilibrio com seus respectivos (TIMPs).

Tabela 3: Principais referéncias que constitui a base teorica descritor (Inhibitors

MMPs).

Autores(as) Tituto Ano
MCDONNELL, S. E Role of matrix metalloproteinases in 1983
FINGLETON, B. invasion and metastasis: biology,

diagnosis and inhibitors
ACHARYA, M. R. et al. Chemically Modified Tetracyclines 2004
as Inhibitors of Matrix

Metalloproteinases.
SHI, Y.; MA, X.; FANG, G.; et Matrix metalloproteinase inhibitors 2021
al. (MMPIs) as attractive therapeutic
targets: Recent progress and current
challenges
SANYAL, S.; AMIN, Sk. A.; A review of MMP-2 structures and 2022
BANERJEE, P; et al. binding mode analysis of its inhibitors
. to strategize structure-based drug
design.

Em 2004, Acharya, M. R. e colaboradores (ACHARYA et al., 2004) publicaram
um artigo de revisdo intitulado “Tetraciclinas quimicamente modificadas como inibidores
de metaloproteinases da matriz”, que fez parte da coletanea de artigos do livro Drug
Resistance Updates. Acharya et al. (2004) trazem no artigo que o estudo das tetraciclinas
teve inicio na década de 1940, tendo em vista sua acdo antibidtica contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, e que por volta 1960 retiraram de sua estrutura o grupo
funcional dimetilamino da posi¢do C4 do anel aromatico “A” observando assim que o
mesmo perdia seu potencial antibiético (ver Figura 4) e em estudos futuros, as chamadas
CMTs, viriam a ser estudadas como anti-metastaticos, pois foram racionalmente
projetadas para inibir a atividade das MMPs diminuindo assim o risco de disseminacao
de células tumorais para locais distantes pelo mecanismo de metéstase. Em 2004 Acharya
et al. (2004) traz no review sobre 0 andlogo CMT3 ou COL-3 indicando um potencial
estavel como anticancerigeno e que nos anos atuais (2023) se encontra em fase 11 de
estudos pré-clinicos (SANYAL et al., 2022).
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Em 2021, Shi e colaboradores (SHI et al., 2021) publicaram um review intitulado
“Inibidores de metaloproteinases da matriz (MMPIs) como alvos terapéuticos atraentes:
progressos recentes e desafios atuais”, no qual apresentam em suas discussoes
caracteristicas estruturais das MMPs e bioguimicas, bem como os inibidores sintéticos
classificados em trés diferentes geracdes conforme discutido no referéncial tedrico. Eles
destacam que entre os desafios encontrados no desenvolvimento de tais inibidores
compreende-se o fator toxicidade, estabilidade e especificidade do composto, e ainda
afirmam que muitos ndo ultrapassam a fase Il de estudos pré-clinicos mesmo com
diferentes geracdes de inibidores o que os forcam a parada das pesquisas, como exemplo
marimastat e rebimastat. Sendo os unicos inibidores de MMPs que foram aprovados pela
FDA sdo o abametapir e doxiciclina para o tratamento de infestagdo por piolhos e
periodontite. Ressalta-se que a doxiciclina, considerado inibidor de primeira geracao, é
um derivado da tetraciclina para o qual o0 mecanismo de inibicdo ainda ndo é totalmente
elucidado, mas acredita-se que ela se ligaria aos metais presentes na estrutura das MMPs.

Em 2022, Saptarshi Sanyal e colaboradores (SANYAL et al., 2022) publicaram
um artigo de revisdo intitulado “Uma revisdo das estruturas da MMP-2 e anélise do modo
de ligacdo de seus inibidores para criar estratégias para o desenho de medicamentos
baseado em sua estrutura”, no artigo trazem diversos estudos de docking molecular com
diferentes candidatos a inibidores das MMPs, especificamente MMP-2, demonstrando as
varias estratégias computacionais que sdo empregadas no desenho racional desses
farmacos durante o projeto de descoberta e adaptacdo dos mesmos. Eles discutem que
durante a aplicacdo de estratégias computacionais as estruturas proteicas das MMPs sdo
caracterizadas como parte principal no desenho racional de medicamentos baseados na
estrutura (Structure Based Drug Design - SBDD) de inibidores seletivos de MMPs, aqui
trata-se da MMP-2. Eles mostram diversas estruturas cristalinas resolvidas da MMP-2,
bem como seus cédigos PDBs e informac6es gerais da estrutura que foram publicadas e
analisadas por diferentes parametros estatisticos. Sanyal et al. (2022) discutem em sua
revisao o artigo usado como referéncial no presente trabalho para o protocolo de docking
molecular. Por fim, a reviséo traz os modos de ligagéo de diversos inibidores das MMPs
que sdo discutidos com o intuito de maximizar a interacdo dos mesmos com o sitio ativo
da enzima MMP-2, as discussdes fornecem uma visdo importante frente as inimeras
classes de inibidores da MMP-2 acelerando 0 processo de pesquisas até a descoberta de

novos anti- mestastaticos.
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A leitura de todos estes textos permitiu uma maior compreensao historica e pratica

da estrutura e propriedades das MMPs, que nos Ultimos 60 anos vém sendo alvo de

intensos estudos nas mais diversas areas da ciéncia. Na Tabela 4 compilamos as principais

classes ou familias das MMPs, sendo constituidas com base em sua especificidade de

substrato. Sdo apresentadas as MMPs representativas de cada classe, o substrato, as

patologias associadas as MMPs de cada classe e a atividade bioldgica.

Tabela 4: Tabela MMPs.

Colagenases

MMPs Substrato Patologias Atividade bioldgica
representativas associadas as MMPs
da classe da classe
colagenases colagenases
MMP-1 Coléageno tipo I, Cancer, Doenca Migracao e reepitelizagdo de queratindcitos,

(colagenase 1)

I, 11, VI, X,
fibronectina,
Proteoglicanos,
gelatinase.

neurodegenerativa,
Aterosclerose e
Angiogénese.

migracao celular, Anti-inflamatério e pré-
inflamatorio

MMP-8
(colagenase de

Coléageno tipo I,
I, 1,

Artrite reumatdide,
Céncer, Doenca

Desconhecido

neutrdfilos). Proteoglicanos inflamatéria
intestinal,
Periodontite e Asma
MMP-13 Artrite Ativacao de osteoclastos.
(colagenase Coléageno tipo I,
3) I, 11, gelatinase,
Proteoglicanos,
fibronectina
MMP-18 Coléageno tipo I, Desconhecido. Desconhecido.
(colagenase gelatinase.
4)
Gelatinases
MMPs Substrato Patologias Atividade biol6gica
representativas associadas as MMPs
da classe da classe
gelatinases gelatinases
MMP-2 Proteoglicanos, | Céancer, Angiogénese, Expansdo de Neurite, migragdo célular.
(gelatinase A). fibronectina, Doencas
colégeno tipo IV, cardiovasculares,
V,Vile X Doengas

neurodegenerativas,
Aneurismas da aorta,
Obesidade, Asma,
Doenca renal,
Doenca inflamatdria
intestinal,
Acrtrite reumatoide,
Infec¢des virais e
Fibrose hepatica

MMP-9
(gelatinase B).

Plasminogénio e
colageno tipo IV,
V, XI, elastina.

Cancer, Angiogénese,
Acidente vascular
cerebral,

Geracdo de fragmento semelhante & angiostatina,
Afinidade de coladgeno aprimorada, Resisténcia
de células tumorais, anti-inflamatério e pro-
inflamatorio, Neovascularizagdo timica, Apoptose
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Faléncia, Aneurisma
da aorta, Retinopatia
diabética,
Distarbios, Leséo
cerebral traumatica,
Fibrose hepatica,
Doenca inflamatoria
intestinal, Esclerose
maltipla,
Artrite reumatoide,
Lesdo medular,
Ulcera do pé
diabético, Doenca
crénica, pulmonar
obstrutiva (D

de condrdcitos hipertrdficos e recrutamento de
osteoclastos.

(Estromelisina 1)

colageno tipo X,
Xl e pré-coléageno.

Remodelagéo vascular

pulmonar, hipoxia de

hipertens&o pulmonar
cronica.

uPOC) e Asma.
| Matrilisina
MMPs Substrato Patologias Atividade biol6gica
representativas associadas as MMPs
da classe da classe
matrilisina matrilisina
MMP-7 Proteoglicanos, Homeostase Diferenciagdo de adipécitos, Vasoconstrigéo e
(Matrilisina 10) | colageno tipo IV, intestinal. crescimento celular, Apoptose mediada pelo
Fibronectina e receptor Faz, Ativagdo de osteoclastos e
plasminogénio. Agregacdo celular interrompida e aumento da
invasdo celular
MMP-26. Colégeno 1V, Carcinoma Diferenciagdo de adipécitos, Vasoconstricéo e
(Matrilisina 2) fibronectina, prostatico. crescimento celular, Apoptose mediada pelo
fibrinogénio, receptor Faz, Ativagdo de osteoclastos e
gelatina I. Agregacéo celular interrompida e aumento da
invasdo celular
Estromelisina
MMPs Substrato Patologias Atividade bioldgica
representativas associadas as MMPs
da classe da classe
estromelisina estromelisina
MMP-3 Proteoglicanos,

Migracdo celular, Geracéo de fragmento semelhante &
angiostatina.

MMP-10
(Estromelisina 2)

Proteoglicanos,
colageno tipo 1V,
V, X1, 111,
Fibronectina.

Homeostase intestinal.

Apoptose de células epiteliais mamarias.

MMP-11
(Estromelisina 3)

Fibronectina,

Cancro e doencas

Aumento da biodisponibilidade de IGF1 e proliferacdo

Proteoglicanos. vasculares. celular.
MMP-12 Fibronectina, Geracdo de fragmento semelhante a angiostatina.
(Elastase de Proteoglicanos, Artrite.
macrofago) Plasminogénio,
elastina e colageno
V.
MT-MMPs
MMPs Substrato Patologias Atividade biolégica
representativas associadas as MMPs
da classe MT- da classe MT-
MMPs MMPs
MMP-14. Coléageno tipo I, Cancer, Doenca Reducdo da adesdo e espalhamento celular e
(MT1-MMP) I, 1, neurodegenerativa,

Fixacéo do embrido ao epitélio uterino.
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Fibronectina, Aterosclerose,
Proteoglicanos | Angiogénese e artrite.
MMP-15 Transglutaminase Lesdes Reducdo da adesdo e espalhamento celular.
(MT2-MMP) de superficie, aterosclerdticas
PRO- MMP-2.
MMP-16 Transglutaminase Desconhecido. Reducdo da adesdo e espalhamento celular.
(MT3-MMP) de superficie,
Fibronectina,
Colageno tipo
I1l, PRO- MMP-
2.
MMP-17 Fibrina, Desconhecido. Desconhecido.
(MT4-MMP) fibrinogénio,
gelatinase.
MMP-24. Gelatinase. LesBes Desconhecido.
(MT5-MMP) aterosclerdticas
MMP-25. Colageno 1V, Desconhecido.
(MT6-MMP) fibrina,
fibronectina,
gelatinase.
MMPs diversas
MMPs Substrato Patologias Atividade bioldgica
representativas associadas as MMPs
da classe da classe MMPs
MMPs div. diversas
MMP19 Caseina, Envolvida no Migracao de células epiteliais.
coldgeno 1V, aumento da
fibrina, suscetibilidade e
fibronectina, exacerbacédo da
gelatina, colite.
laminina.
Amelogenina.
MMP-20 Amelogenina Associada ao Desconhecido.
aumento da
suscetibilidade
a carie
dentaria, espessura do
esmalte e agenesia
dentéria.
MMP-21 Desconhecido Céncer Desconhecido.
MMP-22 Caseina, Céncer Desconhecido.
gelatinase
MMP-23 Desconhecido. Céncer Desconhecido.
MMP-28 Caseina Céncer Desconhecido.
MMP-29 Desconhecido. Céncer Desconhecido.

Referéncias

(BRAUER, R.; TURECKOVA, J.; KANCHEV, I. et al., 2016), (CLENDENINN, N. J.; APPELT, K., 2001),
(FERREIRA, H. H., 2012), (HOROZOLU, C.; OZDES, T.; ERGINEL, T.; et al., 2014), (SILVA, L. R. et al.
2021), (NAGASE, H.; VISSE, R.; MURPHY, G., 2006), (RIVAS, E. C.; CAROLINA, M.; RAMOS, P., 2017.),
(RYDLOVA, M; JR, L. H.; JR, M. L.; et al., 2008), (ARAUJO, S. V. et al., 2011), (VERMA, R. P.; HANSCH,
C., 2007), (FREITAS, D. M, 2007).

Fonte: Pesquisa do autor.
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5.2 Simulacéo de docking molecular dos complexos MMP-c:CMTn

A partir da pesquisa da literatura acerca das MMPs foram selecionados um
conjunto de MMPs representativas das principais familias, sendo elas: as colagenases
MMP-1 e MMP-13, as gelatinases MMP-2 e MMP-9, a estromelisina MMP-10, a
matrilisina MMP-7 e as MMPs diversas MMP-12 e MMP-20 (Tabela 5) para serem
exploradas computacionalmente, tendo sido trabalhadas as estruturas disponiveis no

banco de dados PDB conforme protocolo descrito na metodologia.

Tabela 5: Receptores obtidos do banco de estruturas PDB explorados neste trabalho.
MMP-c  Cddigo Método PDB DOI Referéncia
PDB caracterizacéo
Colagenases

MMP-1  2ayk RMN solucéo 10.2210/pdb2AYK/pdb (1998)
Biochemistry 37: 1495-
1504
MMP-13  1fls RMN solucéo 10.2210/pdb1FLS/pdb  (2000) J Mol Biol 302:
671-689
Gelatinases
MMP-2  7xgj Difracdo Raio-X 10.2210/pdb7XGJ/pdb (2022) J Med

Chem 65: 8493-8510
MMP-9  5cuh Difracdo Raio-X  10.2210/pdb5CUH/pdb (2016) Eur J Med
Chem 111: 193-201

Estromelisina
MMP-10 1g3a Difracdo Raio-X 10.2210/pdb1Q3A/pdb  (2004) J Mol Biol 336:
707-716

Matrilisina
MMP-7  7wxx  Difragdo Raio-X  10.2210/pdb7WXX/pdb (2022) J Med
Chem 65: 13253-13263

MMPs diversas
MMP-12  1ljiz Difracéo Raio-X 10.2210/pdb1J1Z/pdb  (2001) J Mol Biol 312:
743-751
MMP-21  2jsd RMN solucéo 10.2210/pdb2JSD/pdb  (2007) FEBS Lett 581:
4723-4726

Fonte: PDB (Protein Data Bank).

Os ligantes selecionados para serem complexados com o sitio ativo das MMP-c
foram os derivados das tetraciclinas: doxicilcina (Dox) e as tetraciclinas quimicamente
modificadas, CMTn (n=3,7 e 8), as quais sdo descritos na literatura como sendo possiveis
potentes inibidores das MMPs (MARCIAL et al., 2013). As estruturas desses ligantes
otimizadas no nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) estdo ilustradas na Figura 9. Para facilitar

a analise das simulagdes discutiremos cada classe separadamente.


http://doi.org/10.2210/pdb2AYK/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb1FLS/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb5CUH/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb1Q3A/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb7WXX/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb1JIZ/pdb
http://doi.org/10.2210/pdb2JSD/pdb
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Figura 9: Representacao estrutural (VMD®) dos ligantes otimizados no nivel B3LYP/ 6-31G(d).

CMT3 CMT7

CMT8 DOX
Fonte: O autor (2023).

5.2.1 Interagdo das CMTn e Dox com as colagenases MMP-1 e MMP-13

A Tabela 6 ilustra os valores de energia (AG-BE) para as melhores solucées
obtidas com o docking molecular baseadas na energia livre de ligagdo do AutoDock para
os complexos dos ligantes com as colagenases MMP-1 e MMP-13. O comportamento em
termos de afinidade energética para ambas as colagenases € 0 mesmo, ou seja, a ordem
de estabilidade dos complexos proteina-ligante é mantida CMT-7>CMT-3>Dox>CMT-
8. Sendo que o complexo MMP-1:CMT-7 é apenas 0,19 kcal.mol mais estavel que o
complexo MMP-1:CMT-3, essa diferenca aumenta para o complexo com a MMP-13,
para o qual o MMP-13:CMT-7 é 1,27 kcal.mol mais estavel. Embora esses valores sejam
pequenos resultam numa grande diferenca nos valores da constante de inibicdo (Ki)
devido a depedéncia logaritmica com a energia de ligacdo (Equacao 3) conforme ilustrado

na Tabela 6.
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Tabela 6: Energia livre de ligacdo do AutoDock e constante de inibicdo para os
complexos MMP-1:CMTn, MMP-1:Dox, MMP-13:CMT-n e MMP-13:Dox. (Valores em
kcal/mol™?). Os valores de AG-PBE (2) se referem a segunda conformacgdo de menor

energia obtida na simulacao.

Complexos AG-PBE (1) AG-PBE (2) Ki (1) (nM) Ki (2) (nM)
MMP-1:CMT-3 -8,54 -8,20 545,19 8,450
MMP-1.CMT-7 -8,73 -8,31 401,67 812,59
MMP-1:CMT-8 -7,68 -7,63 2,350 2,560

MMP-1:Dox. -8,27 -7,38 869,05 3,880
MMP-13:.CMT-3 -8,31 -8,06 816,18 1,240
MMP-13:.CMT-7 -9,58 -9,57 95,50 94,50
MMP-13:CMT-8 -1,74 -7,56 2,110 2,870

MMP-13:Dox. -7,75 -7,10 2,070 6,260

Fonte: autor.

Para verificar as possiveis causas dessa ordem de estabilidade podemos analisar o
mapa de interacdes 2D gerado pelo programa LIGPLOT+ e ilustrados na Figura 10 para
os complexos com MMP-1. E interessante notar que a conformac&o adotada dentro do
sitio ativo das colagenases € bastante semelhante para CMT-3 e CMT-7, em ambos 0s
casos ocorre uma interacdo direta do Zn(Il) catalitico com os oxigénios das CMTs, no
entanto a CMT-7 esta no sentido oposto ao da CMT-3 em relagéo ao centro metélico, de
modo que a maior estabilidade do complexo MMP-1:CMT-7 pode ser explicada pelos
muitos contatos hidrofébicos com os aminoacidos do sitio catalitico realizados pelos
atomos de oxigénio (01, O11, 012, O11 e Oamd — ver Figura 4 para numeracdo) da
CMT-7, os 4tomos de O1 e Oamd da CMT-3 estdo diretamente envolvidos na interagdo
com o ion de Zn(Il).

Para os complexos com a MMP-13 a mesma conformacédo da CMT-7 é observada,
ocorrendo, além das interacGes de hidrogénio com a HIS119 e PROL139, uma interacao
direta do ion de zinco de forma monodentada com o O6 do anel C da CMT-7; os ligantes
CMT-8 e Dox também fazem uma interacdo com o ion de zinco através dos Oamd e O11,
respectivamente. O interessante é o comportamento da CMT-3, ocorrendo a intercalacao
do ligante com o canal S1° das metaloenzima, como ja descrito na literatura para interagdo

da CMT-3 com a MMP-2 e MMP-9 (MARCIAL et al., 2013) (Figura 11).
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Figura 10: Principais interac6es proteina-ligante nas melhores solugdes do docking para os complexos
MMP-1:CMT-3 e MMP-1:CMT-7.
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Fonte: O autor (2023).

O comportamento ilustrado na Figura 11, sugere que devido ao fato da MMP-1 e
MMP-13 serem ambas da mesma familia, colagenases, apresentam padrdo estrutural
semelhante entre elas, que pode ser observado pelo fator afinidade do ligante CMT-7
frente as mesmas, sendo que, estabeleceu mesmo comportamento de ligacdo covalente
com o zinco catalitico e equivaléncia nas interagdes com os residuos das enzimas.
Ressalta-se também que o fato da CMT-7 apresentar maior afinidade frente a MMP-1 e
MMP-13 do que a CMT-3 é devido a CMT-3 e sua estrutura simples buscar intercalacao
direta com o canal S1°, se distanciando assim de interagdes com o zinco catalitico
apresentando em sua maioria apenas contatos hidrofébicos constituindo um encaixe
perfeito no canal, visto no complexo MMP-13:CMT-3, e ao ndo conseguir adentrar por
completo no canal parte da sua estrutura fica exposta a uma grande quantidade interagdes
simultaneas, anel A, o que se faz coerente com a literatura pois segundo Das et al. (2021)

o canal S1° da MMP-13 é maior que 0 da MMP-1 podendo assim acoplar facilmente o
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inibidor, contrariamente, a CMT-7 e os demais ligantes apresentam impedimento estérico
em suas estruturas devido aos grupos funcionais nos anéis aneis C e D, grupos esses que
apresentam grandes potenciais eletrostaticos e volume estrutural, impossibilitando assim
adentrar por completo no canal S1’ devido o mesmo para as colagenases ser pouco
profundos (FISHER E MOBASHERY, 2006) o que leva o ligante a buscar outra

conformacao mais estavel no sitio ativo da enzima.

Figura 11: Sobreposicdo das CMT-n dentro do sitio ativo das MMP-1 e MMP-13. (CMT-3 azul claro;

CMT-7 azul escuro; CMT-8 vermelho e Dox. amarelo).

Fonte: O autor (2023).

5.2.2 Interagdo das CMT-n e Dox com as Gelatinases MMP-2 e MMP-9

As gelatinases MMP-2 e MMP-9 apresentam estruturas muito proximas entre elas
constituindo padr@es estruturais quase idénticos. Essas enzimas estdo mais intimamente
ligadas aos processos de metastase tumoral, devido ao fato de degradarem colageno tipo
IV, que ¢é o principal componente da membrana basal, primeira barreira a ser vencida
pelas células em processos de proliferacdo celular (CLENDENINN E APPELT, 2001).
A Tabela 7 apresenta as energias livres de ligagdo obtidas no docking para os complexos
das CMT-n e a Dox com as gelatinases, essas energias estdo ilustradas na Figura 12
mostrando que, no geral, os ligantes tem maior afinidade pelo sitio ativo da MMP-9,
podendo a diferenca de energia chagar a 2,32 kcal.mol™ para o complexo com a CMT-3,

sugerindo uma certa seletividade dos ligantes entre as gelatinases.
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Tabela 7: Energia livre de ligacdo do AutoDock e constante de inibicdo para os
complexos MMP-2:CMT-n, MMP-2:Dox, MMP-9:CMT-n e MMP-9:Dox. (Valores em
kcal/mol-1). Os valores de AG-PBE (2) se referem a segunda conformacdo de menor

energia obtida na simulacao.

Complexos AG-PBE (1) AG-PBE (2) Ki (1) (nM) Ki (2) (nM)
MMP-2:CMT-3 -9,51 -9,50 106,04 100,04
MMP-2:CMT-7 -9,45 -9,44 118,05 108,05
MMP-2:CMT-8 -10,47 -10,46 21,33 19,33

MMP-2:Dox -8,58 -6,85 513,27 9,520
MMP-9:CMT-3 -11,83 -11,82 2,14 2,16
MMP-9:CMT-7 -11,41 -11,40 4,30 4,31
MMP-9:CMT-8 -10,44 -10,43 22,24 23,24

MMP-9:Dox -10,84 -10,83 11,35 12,35

Fonte: O autor.

Quanto a ordem de estabilidade, vemos que a CMT-3 tem maior afinidade pela
MMP-9 seguida pela CMT-7, CMT-8 e finalmente Dox. Mas no caso da MMP-2 a CMT-
8 apresenta maior afinidade seguida pela CMT-3, CMT-7 e Dox. O comportamento
observado difere de estudos descritos na literatura referente a MMP-2 e MMP-9, Marcial
e colaboradores (2013) apresentam a CMT-3 como sendo a mais estavel frente 8 MMP-2
devido ao fato desse ligante conseguir intercalar com o canal S1’° da enzima aumentando
a sua estabilidade. Porém, no presente estudo observa-se que isto ndo ocorreu (Figura 13),
os ligantes adotam a mesma conformacdo dentro do sitio ativo da MMP-2. Nesse sentido,
vale ressaltar que segundo Lukacova et al. (2004) nas MMPs a profundidade do canal S1°
se constitui de acordo com a sequéncia de aminoécidos presentes na estrutura, e que 0
canal S1’ das gelatinases MMP-2 e MMP-9 sdo muito mais profundos quando
comparados as demais MMPs, porém cada estrutura resolvida das metaloenzimas pode
possuir um padrdo ligeiramente varidvel em relacdo a posi¢do dos aminoécidos do sitio
ativo, e no caso do estudo mencionado na literatura foi usada uma estrutura diferente
(codigo 1QIB) da aplicada aqui (codigo 7XGJ). A CMT-8 e a CMT-3 ambas realizam
uma interacdo monodentada com o ZN(Il) através do O12a, mas a CMT-8 apresenta
maior afinidade pela MMP-2 por realizar fortes ligacdes de hidrogénio entre o O5 do seu
anel B com os aminoacidos LEU83, ALA84, conforme destacado na Figura 13.
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Figura 12: Energia livre de ligacdo para os complexos com as gelatinases.
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Figura 13: Sobreposi¢do dos ligantes dentro do sitio ativo da MMP-2. Mapa 2D para os complexos
MMP-2:CMT-3 e MMP-2:CMT-8. (CMT-3 laranja; CMT-7 amarelo; CMT-8 vermelho e Dox. azul).
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5.2.3 Interacdo das CMT-n e Dox com a estromelisina MMP-10

Das simulagdes realizadas com o receptor MMP-10 da familia das estromelisinas
foi possivel observar um comportamento distinto em relagédo aos ligantes testados quanto
a primeira e segunda conformacdo de menor energia obtidas. A curva apresentada na
Figura 14 ilustra o comportamento energético dos complexos nas duas melhores poses
dentro do sitio ativo da enzima. A CMT-3 e a CMT-7 s&o os ligantes com maior afinidade
pelo sitio catalitico da MMP-10, mas na conformacéo (1) o complexo MMP-10:CMT-7
é cerca de 0,66 kcal.mol™ mais estavel que o complexo MMP-10:CMT-3, porém na
conformagcao (2) a CMT-3 mantém a energia de interacdo com a MMP-10 (AG-PBE=-7,12
kcal.mol ), enquanto que a CMT-7 diminui a interagdo com a enzima e desestabiliza o
complexo MMP-10:CMT-7 (AG'PBE=-599 kcal.mol?). As prinicpais interagGes
presentes nos complexos com a CMT-3 e CMT-7 podem ser observadas no mapa de

interacdes 2D ilustrado na Figura 15.

Figura 14: Energia livre de ligagao para os complexos com a estromelisina MMP-10 nas duas melhores

conformag0es obtidas com o docking.
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Figura 15: Sobreposicédo dos ligantes dentro do sitio ativo da MMP-10. Mapa 2D para todos 0s
complexos com a estromelisina MMP-10 na conformag&o (1). (CMT-3 azul claro; CMT-7 azul escuro;

CMT-8 vermelho e Dox. amarelo).
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O ligante CMT-7 e CMT-3 realizam vérias liga¢cdes de H com as cadeias laterias
dos amino&cios da enzima, especialmente as histidinas coordenadas ao zinco catalitico
(HIS217, HIS227,HIS22), além disso, ambos fazem uma interacdo com o ion de Zn(ll),
mas em regides distintas do ligante. A CMT-3 interage via 0 O11 no anel C e a CMT-7
via O1 do anel A, o que sugere que a CMT-7 adentra mais ao sitio da MMP-10 do que a
CMT-3. Porém, ao analisar o modo como ambos os ligantes encaixam no sitio catalitico,
através da imagem sobreposta dos ligantes (Figura 15) é possivel notar que os ligantes
CMT-8 e a Dox ndo fazem nenhuma interacdo com o ion de Zn(ll) devido ao modo como
interagem com o sitio catalitico, e ambos apresentam baixa estabilidade do complexo
formado, no caso da Dox cerca de 4,37 kcal.mol™ menos estavel que o complexo com a
CMT-7 na conformacdo (1). Esse comportamento sugere que as interacdes diretas
estabelecidas entre o zinco catalitico possuem importancia fundamental para a
estabilidade dos complexos, mesmo nédo apresentando padrdo conformacional definido,
haja vista a baixa afinidade dos ligantes CMT-8 e Dox pela MMP-10.

5.2.4 Interacdo das CMT-n e Dox com a matrilisina MMP-7

A interacdo dos ligantes testados com o sitio catalitico da matrilisina MMP-7 é a
que apresenta uma maior proximidade em termos de estabilidade dos complexos

formados como pode ser observado pelos valores da energia livre de ligacdo na Tabela 8.

Tabela 8: Energia livre de ligacdo do AutoDock e constante de inibicdo para os
complexos MMP-2:CMT-n, MMP-2:Dox, MMP-9:CMT-n e MMP-9:Dox. (Valores em
kcal/mol-1). Os valores de AG-PBE (2) se referem a segunda conformacdo de menor

energia obtida na simulacéo.

Complexos AG-PBE (1)  AGLPBE (2)  Ki (1) (nM) Ki (2) (nM)
MMP-7:CMT-3 -8,68 -8,67 433,91 432,91
MMP-7.CMT-7 -8,19 -6,74 991,15 1,144 x10*
MMP-7:CMT-8 -8,74 -8,36 392,48 741,95

MMP-7:Dox -6,99 -6,83 7,490 9,850

Fonte: autor
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A ordem de afinidade dos ligantes pela enzima ¢ CMT-8>CMT-3>CMT-7>Dox,
porém a diferenca na energia néo passa de 0,55 kcal.mol™ entre as CMTs. A forma como
esses ligantes acessam o sitio catalitico € muito semelhante (Figura 16), a exece¢do da
CMT-7, os demais adotam uma mesma conformacao, a qual permite uma interacao direta
com o ion de Zn(ll) de forma bidentada para os ligantes CMT-3 e CMT-8 atraves dos
012 e O1 nos anéis A e B, ja para Dox ocorre uma interagdo monodentada através do
O1.A forte semelhanca no modo de interagdo da CMT-3 e CMT-8 justificam a
proximidade da estabilidade dos complexos MMP-7:CMT-3 e MMP-7:CMT-8 dadas

pelos valores de AG“BPF desses complexos, 8,68 e 8,74 kcal.mol™, respectivamente.

Figura 16: Complexos dos ligantes dentro do sitio ativo da MMP-7.

MMP-7:Dox.

Fonte: O autor (2023).

Nenhum dos ligantes testados consegue acessar o canal S1° da MMP-7, se
devendo a estabilidade as interacbes com o metal catalitico, as ligacdes de H e aos
contatos hidrofobicos. Aqui vale ressaltar que segundo Li, Tay e Yiu (2020) todas as

MMPs apresentam estruturas de dominio comuns entre elas com excecao justamente da
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MMP-7, MMP-23 e MMP-26, que ndo possuem dominios ligados a hemopexina o que as
caracterizam por serem menores que as demais MMPs. Essa afirmativa sustenta o
pensamento de que como se trata de uma estrutura menor os aminoacidos se arranjam de
forma a estabilizar a estrutura, e para essa metaloenzima o zinco catalitico se encontra
distante do canal S1° devido sua posi¢ao na sequéncia estrutural e também possui um
canal S1’° raso devido a MMP-7 possuir estrutura pequena. Nar et al. (2001) corrobora
com esta ideia afirmando que a MMP-1 e a MMP-7 possuem bolsos S1' rasos em
comparagdo com as demais. Essas diferencas da matrilisina MMP-7 certamente dificultou
o0 acesso dos ligantes ao canal S1°, e nem mesmo a CMT-3, que possui uma estrutura sem
substituintes nos anéis BCD conseguiu interagir com a esta regido de alta especificidade

da enzima.

5.2.5 Interacéo das CMT-n e Dox com as MMPs diversas MMP-12 e MMP-
20

Para os resultados das simulacdes com as MMPs MMP-12 e MMP-20, a primeira
questdo a se observar é a grande diferenca da afinidade das CMTs em relacdo as duas
enzimas. A Figura 17 apresenta a curva das energias livres de ligacdo do docking para as
CMTs, é possivel perceber uma maior estabilidade dos complexos formados com a MMP-
12. Embora a ordem de afinidade dos ligantes seja a mesma, ou seja CMT-3>CMT-
7>CMT-8, temos que 0 complexo MMP-12:CMT-3 é 2,79 kcal.mol! mais estavel que o
complexo MMP-20:CMT-3, ja o complexo MMP-12:CMT-7 é 2,9 kcal.mol? mais
estavel que o complexo MMP-20:CMT-7, sugerindo que de fato os ligantes tem maior
afinidade pela MMP-20. Esse comportamento corrobora com a importancia da
especificidade estrutural das MMPs, visto que ao analisar os modos de inser¢do das CMTs
dentro do sitio ativo das MMP-12 e MMP-20 (Figura 18) percebemos claramente que no
caso da MMP-12 os ligantes conseguem acessar 0 canal Sl'da enzima além de
interagirem com o ion Zn(ll), jA na MMP-20 esses ligantes interagem com o metal, mas
ndo conseguem maior insercdo no sitio catalitico da enzima.

Na literatura é descrito que a homologia estrutural da MMP-12 possui em
adjacéncia ao sitio catalitico o canal de especificidade S1° com cavidade grande que se
estende através da proteina semelhante as MMP-3, 8 e 13 que também possuem canais de
especificidade grandes e abertos (NAR et al., 2001). Esse fator estrutural explicaria por
que das CMTs conseguirem acessar o S1° da MMP-12 e consequentemente aumentar a

interacdo com a enzima e sua afinidade.
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Figura 17: Energia livre de ligacdo para os complexos com as MMP-12 e MMP-20. Os resultados para

Dox foram omitidos, pois ela apresentou erros durante os calculos.
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Figura 18: Complexos dos ligantes dentro do sitio ativo da MMP-12 e MMP-20.
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Fonte: O autor (2023).
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5.2.6 Comparacao da afinidade dos ligantes pelas MMPs

Tendo em vista todas as MMPs testadas no presente trabalho e que os resultados
mostraram que a afinidade dos ligantes varia entre as diferentes enzimas, como discutido
no texto acima acerca das possiveis razdes para as respectivas estabilidades dos
complexos formados com cada familia de MMP, na Figura 19 plotamos os valores das
energias livres de ligacdo para todos os complexos com objetivo de verificar a afinidade

relativa dos ligantes entre as MMPs.

Figura 19: Comparacdo da Energia livre de ligagdo para os complexos com as MMPs.
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Considerando todos os ligantes testados a MMP-9 € a enzima pela qual todos
apresentam maior afinidade, sendo os complexos formados com esta enzima 0s mais
estaveis. Como ja mencionado a MMP-9 é uma gelatinase, e como tal apresenta um canal
de especificidade S1’ profundo na regido do sitio catalitico, ao observarmos em detalhes
0 modo de interacdo dos ligantes com essa enzima (Figura 20) vemos claramente que
todos se aproximam de modo a interagir com o Zn(ll) através do O1 no anel A,
possibilitando com que 0s anéis D e C possam interagir com os aminoacidos do canal S1°
da enzima. Isso certamente aumenta a estabilidade dos complexos formados fazendo com
que a energia do menos estavel, que € MMP-9:Dox seja 0,3 kcal.mol* mais estavel que
0 complexo formado com a MMP-12:Dox, que seria a segunda enzima com maior
afinidade pelos ligantes. Além disso, o complexo mais estavel obtido neste estudo é
MMP-9:CMT-3 (-11,83 kcal.mol™), seguido pelo complexo MMP-12:CMT-3 (-10,58
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kcal.mol™?), esse resultado corrobora com a literatura, que afirma ser a CMT-3 a
tetraciclina quimicamente modificada com maior potencial como inibidora das MMPs,
sobretudo as gelatinases, estando o composto CMT-3 ou COL3 chamada de Metastat em
fase Il de testes clinicos em pesquisas com tumores metastaticos, produzindo efeito
estabilizador da doenca, bem como boa resposta a sobrevida de paciente em caso de
sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS (DAS, AMIN E JHA, 2021; SHI et al., 2021;
SANYAL et al., 2022).

Figura 20: Sobreposicdo dos ligantes dentro do sitio ativo da MMP-9 e mapa 2D das principais
interacGes. (CMT-3 rosa; CMT-7 verde; CMT-8 vermelho e Dox. azul).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com o intuito de contribuir com estudos que buscam o desenvolvimento de novos
candidatos a inibidores das MMPs e por com consequéncia as patologias associadas ao
seu desequilibrio no organismo, sobretudo o processo de metatase tumoral, neste trabalho
buscou-se descrever a estrutura e propriedade das diferentes classes de MMPs e seus
possiveis inibidores por meio de pesquisa na literatura cientifica da area e atraves da
aplicacdo de métodos de modelagem molecular pode-se investigar a formacdo de
complexos dos candidatos a inibidores das MMPs derivados das tetraciclinas, as CMTs
e a doxiciclina (Dox).

As MMPs constituem uma familia de enzima dependentes de zinco e calcio, sendo
que sdo conhecidas atualmente 26 MMPs, divididas por classes de acordo com o tipo de
substrato natural e propriedades estruturais. Todas as classes de MMPs possuem dominios
estruturais comuns, estando presente em todas elas um dominio catalitico contendo um
ion de Zn(II) e um canal de especificidade conhecido com S1’ pocket. A principal fungao
dessas enzimas € a degradar e remodelar a matriz extracelular (MEC) estando, portanto,
envolvidas em importantes processos fisiologicos bem como patoldgicos. Sendo a
inibicdo das MMPs uma estratégia terapéutica que vem sendo investigada ha décadas para
diferentes doencas, especialmente processos inflamatdrios e metéstase tumoral, havendo
varios inibidores sintétivos sendo testados e estudados ao longo dos ultimos anos.

Para explorar a interacdo de uma das familia de compostos candidatos a inibidores
das MMPs aplicamos a metodologia de docking molecular para simular a formacéo de
complexos entre as CMT-3, CMT-7, CMT-8 e a Dox e as MMPs representantes de cada
familia: colagenases (MMP-1, MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisina
(MMP-10), matrilisina (MMP-7) e MMP diversas (MMP-13 e MMP-20). Cada ligante
foi ancorado no sitio catalitico das enzimas, sendo as melhores conformagfes obtidas
baseadas na energia livre de ligagdo do programa Autodock (AG-PBE) possibilitando o
ranqueamento dos ligantes quanto a afinidade pelo sitio ativo.

Analisando a interagéo dos ligantes com cada familia de MMPs individualmente,
percebe-se que para cada familia de metaloenzimas, devido as suas caracteriticas
estruturais, apresentou comportamentos diferentes em termos da afinidade pelos ligantes.
Sendo que a as colagenases MMP-1 e MMP-13 destaca-se como o ligante de maior
afinidade a CMT-7 apresentando -8,73 kcal.mol™ para a MMP-1 e -9,58 kcal.mol™ para
a MMP-13, as gelatinases MMP-2 e MMP-9 apresentaram diferentes afinidades,
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enquanto a MMP-2 demonstrou maior afinidade pela CMT-8 com -10,47 kcal.mol? a
MMP-9 pela CMT-3 com -11,83 kcal.mol?, a estromelisina MMP-10 apresentou como
ligante de maior afinidade a CMT-7 com -7,86 kcal.mol™, a matrilisina MMP-7 apresenta
como ligante de maior afinidade a CMT-8 com -8,74 kcal.mol?, J4 as MMPs sem
classificacdo por familia especificas a MMP-12 e MMP-20 tem maior afinidade com a
CMT-3 -10,58 kcal.mol e -7,79 kcal. mol, respectivamente.

Em todos complexos obtidos os ligantes buscam interagir com o ion de zinco
catalitico e realizam ligacbes de H e contatos hidrofobicos com as cadeias laterais dos
aminoéacidos da enzima. Em geral, os complexos com maior estabilidade sdo aqueles que
conseguem acessar o canal de especificidade S1° da enzima.

Por fim, ao analisar a afinidade relativa dos ligantes testados com todos as
enzimas, percebemos que ha uma preferéncia pela MMP-9 por todos os ligantes. Sendo
que o complexo mais estavel obtido neste estudo foi 0 MMP-9:CMT-3 (-11,83 kcal.mol
1y seguido MMP-12:CMT-3 (-10,58 kcal.mol?), resultado esse que esta em acordo com
a literatura que afirma ser a CMT-3 a CMT com maior potencial como inibidora das
MMPs, sobretudo as gelatinases, estando o composto CMT-3 ou COL3, chamado de
Metastat, em fase Il de testes clinicos.

Como perspectivas futuras de trabalho, os melhores complexos obtidos com a
modelagem por docking devem ser submetidos a um tratamento refinado de otimizagao
aplicando simulacdes de dindmica molecular para melhor compreender os fatores chaves
para inibicdo das MMPs pelos ligantes aqui investigados.

Os resultados discutidos neste trabalho acreditamos ser uma pequena contribuigéo
dentro de uma grande area de estudos, e que demandard ainda muitas pesquisas
envolvendo diferentes areas do conhecimento para melhor compreensdo das MMPs e
todo seu potencial terapéutico bem como desenvolver novos inibidores mais seletivos e
potentes.

Do ponto de vista académico, destaca-se a possibilidade de envolvimento com a
pesquisa aplicando metodologias de quimica computacional em sistemas biolégicos de
interesse, uma excelente oportunidade de aprendizado para a formagdo académica, no

ambito de uma outra vertente de estudo, se diferenciando da grade curricular curso.
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Anexo 1: Coordenadas Cartesianas dos ligantes otimizados a nivel B3LYP/6-1G(d)

usados neste trabalho.

CMT-3 CMT-7 CMT-8 Doxiciclina
1C 0914 -1.112 -0.734 | 1 C -0.750 0.882 -0.762 1 C -0.883 0.884 -0.598 1 C -1.176 0.886 -0.339
2 C 1.045 0.379 -0475 | 2 C -0.853 -0.629 -0.604 2 C -0.999 -0.626 -0.447 2 C -1.361 -0.622 -0.330
3 C 2347 0909 -0.115 | 3 C -2.133 -1.198 -0.261 3 C -2.298 -1.183 -0.127 3 C -2.711 -1.143 -0.212
4 C 3435 -0.023 0191 | 4 C -3.248 -0.301 0.066 4 C -3.391 -0.272 0.213 4 C -3.805 -0.214 0.054
5C 3170 -1.408 0.355 | 5 C -3.026 1.085 0.287 5 C -3.120 1.093 0.509 5 C -3527 1.114 0.482
6 C 1.739 -1.895 0.295 | 6 C -1.577 1.600 0.335 6 C -1.659 1.541 0.581 6 C -2.074 1.493 0.778
7C 4216 -2.283 0.614 | 7 C -4113 1.914 0.544 7 C -4185 1947 0.769 7 C -4586 1.994 0.665
8 C 5529 -1.801 0.721 | 8 C -5.415 1.389 0.587 8 C -5.505 1.467 0.747 8 C -5.908 1.576 0.440
9 C 5810 -0.450 0.586 | 9 C -5.648 0.039 0.400 9 C -5.784 0.136 0.494 9 C -6.199 0.278 0.057
10 C 4.768 0.456 0.336 | 10 C -4.567 -0.825 0.153 10 C -4.728 -0.755 0.243 | 10 C-5.152 -0.639 -0.121
11 C -0.551 -1.566 -0.793 | 11 C 0.711 1.360 -0.837 11 C 0.577 1.371 -0.764 11 C 0.302 1.300 -0.262
12 C -1.406 -0.596 -1.628 | 12 C 1.551 0.443 -1.741 12 C 1.430 0.384 -1.584 12 C 1.233 0.366 -1.091
13 C -1.419 0.786 -0.966 | 13 C 1.599 -0.971 -1.141 13 C 1.462 -0.996 -0.928 13 C 1.135 -1.089 -0.611
14 C -0.004 1.244 -0.656 | 14 C 0.212 -1.473 -0.836 14 C 0.054 -1.479 -0.652 14 C -0.324 -1.503 -0.490
15 C -2.276 0.800 0.343 | 15 C 2.503 -1.062 0.118 15 C 2.297 -0.999 0.393 15 C 1.874 -1.328 0.745
16 C -3.444 -0.070 0.402 | 16 C 3.667 -0.178 0.182 16 C 3.465 -0.132 0.451 16 C 2.887 -0.368 1.165
17 C -3.705 -0.967 -0.629 | 17 C 3.885 0.777 -0.803 17 C 3.730 0.757 -0.588 17 C 3.223 0.713 0.358
18 C -2.844 -1.078 -1.851 | 18 C 2.973 0.962 -1.981 18 C 2.863 0.884 -1.804 18 C 2.687 0.896 -1.053
19 O 5.082 1.757 0.236 | 19 O -4.843 -2.128 -0.002 | 19 O -5.037 -2.042 0.028 | 19 O -5.476 -1.894 -0.468
20 O 2548 2.166 -0.070 | 20 O -2.317 -2.460 -0.254 | 20 O -2.496 -2.441 -0.159 | 20 O -2.945 -2.388 -0.359
21 O -2.045 1.699 -1.867 | 21 O 0.122 -2.794 -0.821 21 O 2.122 -1.886 -1.826 21 O 1.770 -1.945 -1.558
22 O 0.102 2566 -0.581 | 22 O 2.240 -1.893 0.987 22 O -0.045 -2.803 -0.631 | 22 O -0.484 -2.819 -0.584
23 O -1972 1598 1.234 | 23 C 4.655 -0.247 1.289 23 O 1974 -1.786 1.289 23 O 1.589 -2.342 1.387
24 C -4394 -0.048 1.542 | 24 N 4.453 -1.137 2.273 24 C 4.416 -0.157 1.590 24 C 3.561 -0.463 2.485
25 N -4158 0.800 2.556 | 25 O 4.921 1.581 -0.795 25 N 4167 -0.995 2.611 25 N 3.310 -1.528 3.259
26 O -4.744 -1.766 -0.623 | 26 O 5.659 0.512 1.301 26 O 4.778 1.543 -0.587 26 O 4.034 1.661 0.764
27 O -5.398 -0.808 1.557 | 27 H -3.969 -2.591 -0.106 | 27 O 5.428 0.589 1.600 27 O 4354 0.439 2.868
28 H 4229 2250 0.120 | 28 H -3.974 2976 0.707 | 28 H -4.181 -2.533 -0.066 | 28 H -4.634 -2.415 -0.487
29 H 4.014 -3.344 0.739 | 29 H 0.745 2.379 -1.239 29 H -4015 2993 0993 | 29 H -4.407 3.013 0.984
30 H -0.603 -2.571 -1.229 | 30 H 1.136 1.394 0.172 30 H 1.033 1.499 0.231 30 H 0.619 1.290 0.791
31 H -0.956 -1.644 0.225 | 31 H 1.052 0.381 -2.717 31 H 0.950 0.274 -2.564 31 H 0.864 0.408 -2.119
32H -0.935 -0473 -2.612 | 32 H 3.628 -1.731 2.237 32 H 1.883 -2.786 -1.540 32 H 1.450 -2.843 -1.355
33 H -1.804 2591 -1.561 | 33 H 5.129 -1.179 3.022 33 H 3.345 -1.592 2571 33 H 2.667 -2.241 2.922
34 H -3.341 1404 2514 | 34 H -6.645 -0.385 0.446 | 34 H 4.827 -1.021 3.375 34 H 3.775 -1.587 4.154
35 H -4814 0817 3323 | 35 H -6.251 2.056 0.780 | 35 H -6.798 -0.251 0.494 | 35 H -7.217 -0.062 -0.100
36 H 6.819 -0.062 0.679 | 36 H -1.235 1.152 -1.715 | 36 H -6.323 2.155 0.944 | 36 H -6.719 2.285 0.581
37 H 6.341 -2497 0919 | 37 H 2974 2.025 -2.246 37 H -1.389 1.179 -1.531 37 H -1539 1.279 -1.302
38 H 1362 -1.313 -1.722 | 38 C -1.482 3.126 0.198 | 38 H -1.239 1.107 1503 | 38 H -1.797 0.966 1.707
39 H 1275 -1.777 1287 | 39 H -1.882 3.481 -0.758 | 39 H 2.863 1.928 -2.127 39 H 2.642 1.985 -1.235
40 H 1.718 -2.966 0.063 | 40 H -2.032 3.626 1.002 | 40 H 3.333 0.294 -2.601 40 C -1.877 2.991 1.039
41 H -2.871 -2.117 -2.197 | 41 H -0.441 3.441 0.285 41 O 0.632 2.597 -1.492 41 H -2.116 3.597 0.160
42 H -3.315 -0.470 -2.635 | 42 O -0.983 1.205 1.585 | 42 H 0.245 3.298 -0.949 42 H -2.507 3.317 1.873
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46 H -2.042 3.454 1554 | 46 N 3.618 0.280
47 C 4.898 0.990
48 H 5.557 0.476
49 H 4.794 2.044
50 H 5.382 0.992
51 C 3.068 0.176
52 H 2.727 1.146
53 H 3.856 -0.205
54 H 2.248 -0.542

43 H -1.569 1511 2296 | 43 C -1.490 3.062 0.696 | 43 H -0.843 3.205 1.315
44 H 3.428 0.434 -2.833 44 H -0.441 3.323 0.877 | 44 O 0.373 2.630
45 H 2.042 -1.671 -1.865 45 H -1.846 3.588 -0.198 | 45 H 1.108 3.094

-0.785
-0.358
-2.020
-2.064
-2.768
-2.391
-1.087
-3.372
-3.782
-4.029
-3.398

Anexo 2: Arquivo da grid gerado pelo autogrid no programa Autodock® usada neste

trabalho

npts 80 80 80
gridfld MMP1.maps.fld
spacing 0.275

ligand_types A C HD OA N
receptor MMP1.pdbqt
gridcenter 14.791 29.686 23.203
smooth 0.5

map MMP1.A.map

map MMP1.C.map

map MMP1.HD.map

map MMP1.0A.map

map MMP1.N.map
elecmap MMP1.e.map
dsolvmap MMP1.d.map
dielectric -0.1465

# num.grid points in xXyz
# grid_data_file
# spacing(A)

receptor_types A C Ca HD N OA SA Zn # receptor atom types

# ligand atom types
# macromolecule
# xyz-coordinates or auto
# store minimum energy w/in rad(A)
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# atom-specific affinity map
# electrostatic potential map
# desolvation potential map
# <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant




