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Resumo Expandido

RESUMO: Este estudo avaliou a atividade inibitoria de produtos
naturais da biodiversidade brasileira contra a proteina VEGFR-2,
essencial para a angiogénese e o cancer. Usando triagem virtual com o
banco de dados NuBBE, 1.448 compostos foram analisados e
reclassificados pela energia livre de ligagdo MM-GBSA. Dez compostos
com melhores resultados foram selecionados para anélise de toxicidade e
semelhanca a farmacos. Os compostos NuUBBE_980 e NuBBE_981 se
destacaram por apresentarem afinidade superior ao sorafenib e serem
inativos em hepatotoxicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade e
citotoxicidade. Eles demonstraram interacdes significativas com residuos
chave da VEGFR-2 e potencial citotoxico in vitro, indicando que séo
promissores para novas terapias anticancer e inibicdo da angiogénese.

Palavras-chave: VEGFR-2. Produtos Naturais. Triagem.

ABSTRACT: This study evaluated the inhibitory activity of natural
products from Brazilian biodiversity against the VEGFR-2 protein, which
is essential for angiogenesis and cancer. Using virtual screening with the
NuBBE database, 1,448 compounds were analyzed and reclassified by
MM-GBSA binding free energy. Ten compounds with the best results
were selected for toxicity and drug-likeness analysis. The compounds
NuBBE_980 and NuBBE_981 stood out for having superior affinity to
sorafenib and being inactive in hepatotoxicity, carcinogenicity,
mutagenicity, and cytotoxicity tests. They demonstrated significant
interactions with key VEGFR-2 residues and in vitro cytotoxic potential,
indicating that they are promising for new anticancer therapies and
angiogenesis inhibition.

Keywords: VEGFR-2. Natural Products. Virtual Screening.

INTRODUCAO

O Receptor de Fator de Crescimento Endotelial Vascular Tipo 2 (VEGFR-2) é um
receptor tirosina quinase (RTK) responsavel por regular a angiogénese, um processo fisioldgico
natural indispensavel que auxilia no crescimento de células e reparo de tecidos (EI-Meguid et
al., 2022; Modi; Kulkarni, 2019). No entanto, a superexpressao do VEGFR-2 pode contribuir
para o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, especialmente o cancer de mama (El-
Meguid et al., 2022).

Até 0 momento, varios medicamentos, como sorafenibe, pazopanibe, axitinibe,
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regorafenibe e lenvatinibe, foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para
inibicdo do VEGFR-2. Contudo, o uso desses medicamentos tem sido acompanhado por efeitos
colaterais e resisténcia, 0 que pode comprometer a eficacia do tratamento do cancer (Kang et
al., 2018; Modi; Kulkarni, 2019). Assim, ¢é altamente desejavel descobrir e desenvolver novos
medicamentos que oferegcam menos efeitos colaterais e eficacia melhorada (Xia et al., 2014).

A medicina tradicional, praticada h& milénios, sempre teve uma estreita relagdo com
produtos naturais. Extratos de plantas medicinais foram amplamente utilizados no tratamento
de diversas doengas (Rizvi et al., 2022). O crescente reconhecimento do potencial terapéutico
das plantas levou a descoberta de fitoquimicos, e os avangos tecnoldgicos possibilitaram o
isolamento desses compostos e a avaliacdo de sua seguranca, aspectos essenciais para 0
processo de cura (Thakur; Singh; Khedkar, 2020). Esses compostos naturais demonstraram
varias atividades biologicas e tém servido como inspiracdo para o desenvolvimento de novos
medicamentos, incluindo aqueles com propriedades anticancerigenas, conforme revisado por
Patil et al. (2024). Assim, produtos naturais e seus derivados podem representar agentes
quimioterapicos superiores devido a sua alta seletividade, custo reduzido e baixa toxicidade
(Torquato et al., 2017).

As estratégias convencionais de descoberta de medicamentos, que envolvem a
identificacdo e o desenvolvimento de pequenas moléculas, sdo demoradas, custosas e
frequentemente falham nos ensaios clinicos (Hinkson; Madej; Stahlberg, 2020). Em
contrapartida, a bioinformatica se destaca como uma alternativa promissora, utilizando métodos
de triagem virtual para analisar grandes volumes de dados estruturais no desenvolvimento de
novos medicamentos (Shamsi et al., 2024). Essa abordagem eficaz tem sido amplamente
utilizada na descoberta de medicamentos (Massagué et al., 2015), incluindo inibidores da
proteina VEGFR-2 (Salimi et al., 2022; Shamsi et al., 2024; Baammi; Allali; Daoud, 2023).

Neste estudo, pretendemos identificar potenciais inibidores do VEGFR-2 de fontes
naturais da biodiversidade brasileira usando um fluxo computacional de alto desempenho de
triagem virtual. Este enfoque ndo apenas busca contribuir para o desenvolvimento de
tratamentos mais eficazes e com menos efeitos colaterais, mas também valoriza o potencial

biotecnoldgico dos recursos naturais do Brasil.

METODOLOGIA

Realizamos triagem virtual com compostos contidos no Banco de Dados de Nucleos
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de Bioensaios, Ecofisiologia e Biossintese de Produtos Naturais (NUBBEDB ) (Russo et al.,
2023). Ao todo, o NuBBE possui um total de 2223 compostos naturais, que primeiramente,
foram filtrados com base nos critérios da "Regra dos 5" de Lipinski (Lipinski et al., 2001), para
identificar moléculas com potencial farmacéutico, reduzindo para um total de 1448 compostos
que ndo violaram essa regra e foram considerados para a triagem virtual.

A estrutura cristalina da proteina foi recuperada do Protein Data Bank (PDB) com o
codigo PDB: 4ASD em complexo com sorafenib (BAY) (EI-Meguid et al., 2022).

Antes da analise de encaixe, preparamos a proteina VEGFR-2 removendo moléculas
de &gua, ions e o ligante. A protonacdo dos aminoacidos foi analisada no servidor H++, e 0s
atomos de hidrogénio foram adicionados a toda a estrutura.

A triagem virtual foi realizada utilizando o fluxo de trabalho ChemFlow (Barreto
Gomes et al., 2023), composto por trés modulos independentes: DockFlow, LigFlow e
ScoreFlow. O DockFlow foi empregado para o encaixe molecular virtual, utilizando o programa
PLANTS (Korb; Stitzle; Exner, 2009); o LigFlow foi responséavel pela parametrizacdo e
atribuicdo de cargas aos compostos, etapa necessaria para a execucao da dinamica molecular; e
o ScoreFlow reclassificou as poses de encaixe utilizando os métodos MM/PBSA ou
MM/GBSA, conforme implementado no MMPBSA.py do AmberTools22. Apo6s a
reclassificacdo das poses, foram selecionadas as 10 moléculas com os melhores valores de
energia livre de ligacdo para andlise de toxicidade, utilizando o servidor ProTox Il (Banerjee et
al.,, 2018). Foram avaliados os parametros de hepatotoxicidade, neurotoxicidade,
carcinogenicidade, mutagenicidade e citotoxicidade. Apenas as moléculas inativas nesses testes
foram selecionadas para as etapas subsequentes. Na sequéncia, realizou-se uma analise mais
detalhada das interacdes das moléculas com os residuos-chave do sitio ativo da proteina,
utilizando o programa Biovia Discovery Studio. Esse processo visou selecionar o composto que
apresentou o maior namero de interagdes significativas com os residuos do sitio ativo da
proteina. Por fim, a molécula com o melhor perfil foi escolhida para a realizacéo de simulagdes

de dindmica molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A triagem virtual tem se mostrado uma ferramenta crucial para identificar compostos
promissores em grandes bibliotecas de produtos naturais. Neste estudo, 1.448 produtos naturais

exclusivos do banco de dados NUuBBE foram avaliados quanto a sua interagdo com o sitio ativo
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da proteina VEGFR-2. Para minimizar o risco de falso-positivos, a energia livre de ligagdo dos
compostos foi calculada utilizando o método MM-GBSA, e os compostos foram reclassificados
com base nesses valores. Como resultado, dez compostos foram selecionados para uma
avaliacdo adicional, incluindo a andlise de toxicidade com parametros de hepatotoxicidade,
carcinogenicidade, mutagenicidade, citotoxicidade, e semelhanca a farmacos. A Tabela 1
apresenta os dez compostos selecionados com 0s seus respectivos valores de energia livre de
ligacio MM-GBSA, bem como os resultados dessas andlises de toxidade e semelhanca a

famacos.

Tabela 1. Valores de Energia livre de ligagio MM-GBSA,; anélise toxicoldgica e analise de semelhanga a
farmacos.

ProTox MMGBSA Hepato- Carcino- Mutage- Cito- Semelhanca
(kcal/mol) toxicidade Genicidade nicidade toxicidade a farmacos
1800 -56,14 Inactive Inactive Inactive Inactive -9.4
980 -55,33 Inactive Inactive Inactive Inactive 3,3
412 -50,59 Inactive Inactive Inactive Inactive -7,5
981 -50,50 Inactive Inactive Inactive Inactive 3
2218 -50,09 Inactive Inactive Inactive Inactive -1,5
1807 -49,00 Inactive Inactive Inactive Inactive -13
1862 -48,73 Inactive Inactive Inactive Inactive -54
306 -48,69 Inactive Inactive Inactive Inactive -10
2221 -48,63 Inactive Inactive Inactive Inactive -1,7
BAX -47,95 Active Inactive Inactive Active

Fonte: Os autores.

De acordo com a Tabela 1, os dez produtos naturais selecionados apresentaram valores
de energia livre de ligacio MM-GBSA mais favoraveis do que o inibidor de referéncia,
sorafenib (BAX). Esses valores mais baixos indicam uma afinidade de ligagédo mais forte ao
sitio de ligacdo da proteina VEGFR-2 (Sahakyan, 2021). Além disso, todos 0s compostos
mostraram-se inativos em relacdo aos parametros de hepatotoxicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade e citotoxicidade, conforme avaliagdo pelo PROTOX-Il. A anédlise de
semelhanca a farmacos realizada pelo software DataWarrior (Sander et al., 2015) revelou que
0s compostos NUBBE_980 e NuBBE_981 apresentaram valores positivos de probabilidade de
similaridade medicamentosa, destacando-se como bons candidatos a medicamentos (Rocha et
al., 2024).

Esses dois compostos foram entdo selecionados para uma andalise detalhada das
interacdes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina VEGFR-2 e comparados
com as interacdes observadas para o inibidor sorafenib, conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Interacdes realizadas com os residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina VEGFR-2.
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Fonte: Os autores.

O composto mais eficaz para o encaixe com VEGFR-2 foi o NuBBE_980, que
apresentou uma energia livre de ligagdo MM-GBSA de -55,33 kcal/mol. Este composto
estabeleceu fortes interacbes com VEGFR-2, evidenciadas pela formagéo de cinco ligagdes de
hidrogénio com os residuos Glul17, Cys151, Gly154, Asn155 e Asp228, além de interacdes
hidrofobicas adicionais no sitio ativo da proteina. O NuBBE_981, com uma energia livre de
ligacio MM- GBSA de -50,50 kcal/mol, mostrou quatro intera¢cdes de hidrogénio com os
residuos Glull7, Cys151, Asnl155 e Asp228, além de interacbes hidrofébicas com outros
residuos do sitio ativo (Figura 1). As interac6es de hidrogénio com os residuos Glu117, Cys151
e Asp228, também observadas com o inibidor de referéncia sorafenib, corroboram nossos
resultados.

Tanto o NuBBE_980 quanto o NuBBE_981 ja foram relatados por possuirem potencial
citotdxico in vitro em linhagens de células cancerigenas (Sribuhom et al., 2017). Agora, eles
também demonstram uma forte afinidade com o sitio ativo da proteina VEGFR-2. Esta
descoberta é de grande relevancia, pois sugere que essas moléculas podem atuar diretamente no
alvo terapéutico VEGFR-2, além de terem o potencial de serem desenvolvidas como candidatos
promissores para novas terapias anticancer. A combinacao de interagdes robustas com VEGFR-
2 e a citotoxicidade previamente estabelecida reforca o potencial desses compostos em inibir a
angiogénese, um processo crucial no desenvolvimento e progressdo de tumores (Salimi et al.,
2022). Assim, os resultados destacam a importancia dos compostos NuBBE_980 e NuBBE_981

seu desenvolvimento como agentes terapéuticos contra o cancer.

CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos naturais NuBBE_980 e NuBBE_981 demonstraram forte potencial
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como inibidores da VEGFR-2, apresentando energia livre de ligacdo mais favoravel do que o

sorafenib, além de serem inativos em testes de toxicidade. As robustas interagdes com residuos

criticos no sitio ativo da VEGFR-2 e a evidéncia de citotoxicidade in vitro ressaltam a

importancia desses compostos no desenvolvimento de novas terapias anticancer. A combinacéo

de alta afinidade com o alvo e a baixa toxicidade sugere que esses compostos podem superar as

limitagcbes dos medicamentos atuais, como efeitos colaterais e resisténcia. Portanto,

NuBBE 980 e NuBBE_981 sdo candidatos valiosos para pesquisas adicionais e

desenvolvimento clinico como novos agentes terapéuticos contra o cancer.
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