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O trifosfato de adenosina (ATP) se acumula nos locais de leséo e
inflamacao dos tecidos. Os efeitos do ATP extracelular sao mediados por
receptores da membrana plasmatica denominados receptores P2X e P2Y. O
receptor P2X mais envolvido na inflamacao e imunidade € o P2X7. Ele € um
canal ionico (1) trimérico presente em muitos tecidos, que regula funcoes
fisiologicas e patolégicas do organismo. Esta presente também em
praticamente todas as células de imunidade inata e adaptativa, células-
tronco, sangue, gliais, neurais, oculares, 0sseas, dentais, exdcrinas,
endoteliais, musculares, renais e cutaneas. (Sluyter R, 2017). Quando
envolvido nos processos de inflamacao e imunidade, o P2X7 media a
ativacao do inflamassoma NLRP3, atua na liberacdo de citocinas e
quimiocinas e ajuda na sobrevivéncia e diferenciacao de linfocitos T. (Di
Virgilio e colaboradores, 2017). O P2X7 €& um potente estimulante da
inflamacdo e imunidade e um promotor do crescimento de células
cancerigenas. Isso faz do P2X7 um alvo atraente para terapia anti-
inflamatoria e anticancer. Quando ligado ao ATP pode desenvolver a funcéo
de abrir um canal seletivo de cation que leva a despolarizacdo da membrana
e o influxo de calcio de acordo com o gradiente eletroqguimico, mas também
pode gerar um poro de membrana capaz de permitir a passagem de
moléculas de alto peso molecular como corantes fluorescentes, quando
ativado por altas concentracoes do agonista. Atualmente existem algumas
estruturas resolvidas por cristalografia de raios-x que podem ser utilizadas
através de ferramentas de modelagem molecular para prever qual a
afinidade de moléculas existentes e caracterizadas em bancos de dados
como ZincDb. Nesse processo chamado de Virtual Screening, grandes
bibliotecas de moléculas sao adicionadas a simulacbes computacionais, a
fim de identificar as estruturas que tém maior probabilidade de se ligar a Estrutura cristalina do canal receptor de P2X7
um alvo receptor que geralmente € uma proteina. dependente de ATP de frango na presenca de antagonista

competitivo TNP-ATP a 3,1 Angstroms. Retirado do RCSE
Protein Data Bank.

Avaliar a ligacao de moléculas oriundas de bancos de produtos naturais
ao receptor P2X7 por Virtual Screening de forma que futuramente possam
contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos para pProcessos
inflamataorios croénicos.
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Com base nos estudos sobre o receptor P2X7, sabemos que ele se liga [ l
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com a adenosina trifosfato (ATP) e esta atrelado a diversas doencas do
corpo humano. Algumas dessas doencas estdo relacionadas a inflamactes
cronicas, Parkinson, Alzheimer, entre outras. Por isso a proteina P2X7 foi !

escolhida como proteina base do projeto, no qual a ideia central era liga-la a : 5
outras moléculas in silico (2), de modo que obtivéssemos ligacbes que N & ATp K
ocorressem com muita afinidade.

O projeto comegou no computador onde baixamos a estrutura da Esquema de arquitetura geral do receptor P2X7 na Esquema de arquitetura geral do receptor P2X7 na
proteina P2X7 e de moleculas denominadas ligantes, que tinham a funcdo de  memprana plasmatica de uma célula. Retirado da membrana plasmatica de uma célula mediando os
se ligar a proteina, para entdo avaliarmos os resultados da afinidade dessas  icse “Esiudo do efeito dos antagonisias  do efeitos extracelular do ATP. Retirado de uma
ligacoes. receptor P2X7 e Panexina-1 nas células gliais pagina do Facebook chamada Purinergic P2X7

As moleculas foram baixadas do ZincDb, um site que acopla diversas entéricas no protocolo de isquemia e reperfuséo Receptor.
empresas que fornecem as estruturas das moleculas para realizagdo de intestinal” escrita pro Cristina Eusébio Mendes.

testes. As moléculas baixadas precisavam estar disponiveis para venda e
serem naturais. As ligacbes eram feitas in silico, através do servidor Dockthor
gue realizava o “ docking” (ligacéo) de 100 moléculas ligantes por vez com a _ _
proteina, numa area pré-definida por estudos que mostravam que naguela

area, se localizava o sitio ortostérico que € o lugar na proteina onde o ATP se

liga. Nos fornecendo como resultado a melhor afinidade de cada ligacéo. 0 2o
Com o resultado obtido, as moléculas eram listadas de 1 a 100 no coso [N vererenccs sobre  Apoi,supore S
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programa LibreOffice, sendo a 12, a molécula com maior afinidade de ligagcao
com a proteina e a 100%, com menor afinidade. Esse processo era repetido @ Carregue seu arquivo de proteina PR
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testadas foi escolhido para ser analisado de acordo com a regra de Lipinski,
também conhecida como “ rule of five”, segundo a qual para uma molécula i netons 18
se tornar um bom farmaco ela deve ter massa molecular menor que 500 e s 1 . TN /@\ th M@
daltons; aceptores de ligacdes de hidrogénios (ON) deve ser menor ou igual e Y 4 &t ¢ ' n D e
a 10; Log P deve ser menor que 5; doadores de ligacbes de hidrogénios deve

ser menor ou igual a 5. O servidor utilizado para testar se a molécula

passaria na regra de Lipinski foi o0 Molinspiration, assim obtivemos moléculas
gue foram aprovadas pelo metodo e as que nao foram. As aprovadas, foram
colocadas numa planilha do LibreOffice para serem testadas na ultima etapa
e as nao aprovadas, foram testadas de acordo com outras regras, assim
como a de Lipinski, como uma “repescagem”. O servidor utilizado foi o
SwissAdme que possibilitou que algumas das moléculas rejeitadas pela
regra de Lipinski, fossem aceitas como uteis em outras regras. Essas foram
consideradas boas o suficiente para serem utilizadas na ultima etapa. As
moléculas nao aprovadas foram descartadas do projeto. &g R i L
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que passaram apoés a testagem no SwissAdme foram analisadas para e —

verificarmos o que poderiam provocar no organismo caso fossem ingeridas. s
As moléculas com potencial ~ carcinogénico, gue podem provocar OU ool i sy 0
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gue poderiam levar a morte, foram descartadas. O servidor utilizado para -, i
realizar essa analise foi o Pass Way2Drug. ‘ "‘
Ao final de todas essas etapas, pudemos selecionar as moléculas que :
serdo compradas e testadas in vitro (3) para darmos seguimento ao estudo e
gue futuramente podem vir a contribuir para o desenvolvimento de um novo D T e o —
farmaco para diversas inflamacoes cronicas, Parkinson e Alzheimer. Hoo re— ©
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