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RESUMO 

No Brasil, o câncer de bexiga é a oitava neoplasia mais incidente entre os homens. Estudos 

anteriores mostraram que a inibição da ecto- -nucleotidase (CD73), levou a uma redução 

significativa da proliferação de células de câncer de bexiga T24, além disso, outros estudos em 

células uroteliais de camundongo mostraram que a enzima CD73 é superexpressa somente em 

células malignas, tornando-se também um possível alvo seletivo.Nesta tese foram utilizadas uma 

série de ferramentas virtuais para elucidar os mecanismos envolvidos na captação de ligantes, bem 

como os bolsões disponíveis para interação na ecto- -nucleotidase. Os movimentos de abertura de 

fechamento, além do posicionamento peculiar de duas fenilalaninas (Phe500 e Phe417) fazem desta 

enzima uma máquina de capturar AMP. A quimioteca do LaSOM forneceu duas coleções de 

compostos para o estudo: cumarinas e dihidropirimidinonas (DHPMs). Desta forma, uma série de 

152 cumarinas foram triadas virtualmente por métodos previamente validados onde foram 

selecionados o LaSOM 366 e o LaSOM 191 como ligantes, o que não foi confirmado no ensaio 

enzimático nas condições empregadas. A coleção de DHPMs investigada revelou o LaSOM 335 com 

inibição in vitro contra células de câncer de bexiga T24 (IC50=10,7µM). A análise in silico mostrou 

afinidade com a CD73 e as principais interações foram entre os fragmentos 3-nitrobenzeno e o 

resíduo Arg395, anel dihiropirimidinona com as fenilalaninas Phe500 e Phe417, e o anel aromático 

em N1 com o bolsão hidrofóbico do sítio ortostérico, que estabiliza o complexo formado. Estes 

estudos in silico foram ratificados com o ensaio enzimático, no qual o LaSOM 335 apresentou 

IC50=136,5µM. Soma-se que esta DHPM apresentou inibição do gene let-60 na cepa MT4244 de 

Caernobidiythis elegans, este gene é associado à codificação do gene Ras e a sua inibição diminue 

a adesão e migração do tumor.  A análise do perfil toxicológico através de modelos in vivo (C. 

elegans) e in silico mostrou um composto com baixa toxicidade, concordando com dados anteriores 

do nosso grupo de pesquisa com as DHPMs. O conjunto de dados revelam que o LaSOM 335 é um 

candidato a potencial protótipo antitumoral. A possibilidade de atuar por no mínimo dois mecanismos 

de ação distintos devem ser investigados, principalmente a ação inibitória sobre a CD73.  

Palavras-chave: Câncer de bexiga; Ecto- CD73; Triagem virtual; Dinâmica 

molecular, Structure Based Virtual Screening, Cumarinas; Dihidropirimidinonas; LaSOM 335; 

Caenorhabditis elegans;  
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ABSTRACT 

Design of new ecto-5'nucleotidase (cd73) inhibitors as potential antitumor 

In Brazil, bladder cancer is the eighth most frequent neoplasm among men. Previous 

studies showed that the ecto-5'-nucleotidase (CD73) inhibition led to a significant reduction in 

the T24 bladder cancer cells proliferation, furthermore, other studies in mouse urothelial cells 

showed that the CD73 enzyme is overexpressed only in malignant cells, becoming also a 

possible selective target. In this work, a series of virtual tools were used to elucidate the 

mechanisms involved in the ligands uptake, as well as the available pockets for interaction in 

the ecto-5'-nucleotidase. The opening and closing movements, and the peculiar positioning of 

two phenylalanines (Phe500 and Phe417) make this enzyme a perfect machine to catch AMP 

molecules. The LaSOM library provided two scaffold of compounds for the study: coumarins 

and dihydropyrimidinones (DHPMs). Thus, a series of 152 coumarins were virtually screened 

by previously validated methods where LaSOM 366 and LaSOM 191 were selected as ligands. 

On the other hand, the activity was not confirmed in the enzymatic assay, under the used 

conditions. The investigated DHPMs collection revealed LaSOM 335 with in vitro inhibition 

against T24 bladder cancer cells (IC50=10.7µM). The in silico analysis showed affinity with 

CD73 and the LaSOM 335. The LaSOM 335 main interactions were between the 3-

nitrobenzene fragments and the Arg395 residue, the dihyropyrimidinone ring and the 

phenylalanines Phe500 and Phe417, and the aromatic ring in N1 and the hydrophobic 

orthosteric site pocket, which stabilizes the complex formed. These in silico studies were 

confirmed with the enzymatic assay, in which LaSOM 335 presented IC50=136.5µM. In 

addition, this DHPM showed inhibition of the let-60 gene in the MT4244 strain of C. elegans. 

The let-60 gene is associated with the Ras gene coding. The Ras gene sinalization inhibition 

decreases tumor adhesion and migration. Analysis of the toxicological profile through in vivo 

(C. elegans) and in silico models showed a compound with low toxicity, corroborating previous 

data from our research group with DHPMs. The dataset reveals that LaSOM 335 is a candidate 

for a potential antitumor prototype. The possibility of acting by at least two distinct mechanisms 

of action should be investigated, mainly the inhibitory action on CD73.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

Com base nos dados mais recentes do banco de dados GLOBOCAN,i o câncer de bexiga é 

responsável por 3% dos diagnósticos globais de câncer e é especialmente prevalente no mundo 

desenvolvido, sendo uma das neoplasias mais comuns que afetam o trato urinário, ocorrendo mais 

em homens do que em mulheres (FERREIRA e ANDRICOPULO, 2020). Globalmente, estima-se que 

o câncer de bexiga afete 424.100 e 125.300 homens e mulheres, respectivamente (3% de todos os 

casos). No Brasil, o câncer de bexiga é a oitava neoplasia mais incidente entre os homens. Em todo 

o mundo, houve uma diminuição substancial na mortalidade por câncer de bexiga, apesar do 

aumento na incidência. No entanto, a queda na mortalidade estagnou nas últimas décadas, apesar 

de melhores técnicas de diagnóstico, ressecção e tratamento direcionado (SAGINALA et al., 2020). 

Sendo que as taxas de mortalidade aumentaram em vários países, tais como a Islândia, o Equador 

e as Filipinas (SAGINALA et al., 2020). Dos tipos de câncer de bexiga, o que possui origem nas 

células uroteliais é responsável por 90% dos casos. Este subtipo está altamente associado à 

exposição urotelial química direta, seja pela exposição ocupacional ou pela fumaça de tabaco 

(SAGINALA et al., 2020). Os fármacos de escolha para o tratamento possuem muitos efeitos 

colaterais indesejados e com pouca eficácia (JUNIOR, 2008). Sendo assim, há a necessidade do 

desenvolvimento de novos fármacos. Estudos mostram o envolvimento potencial do sistema 

purinérgico no trato geniturinário, especialmente em tumores de bexiga (ROCKENBACH et al., 2014). 

O grupo de pesquisa liderado pela professora Dra. Ana Maria Oliveira Battastini mostrou que a 

linhagem de grau 3 (T24), (representativa de um tumor invasivo) exibiu uma capacidade 

extremamente diminuída de hidrolisar tri e di-fosfonucleosídeos, no entanto demonstrou uma alta 

capacidade de hidrolisar monofosfonucleosídeos. Considerando que a enzima ecto- -nucleotidase 

(CD73) é responsável pela hidrólise do AMP e outros monofosfonucleotídeos, tais resultados indicam 

uma possível relação entre a malignidade e o perfil alterado de atividades desta enzima. A adenosina, 

produto da hidrólie do AMP, é considerada importante na patogênese do câncer, pois mostra fortes 

efeitos imunossupressores sobre as células T e sobre os macrófagos antitumorais, promovendo a 

neovascularização e a aderência celular. -

                                                        

i https://gco.iarc.fr/  
 

O conteúdo das páginas 27 a 28 encontra-se suprimido, em função da proteção de dados, os 
quais encontram-se submetidos para possível publicação em periódico / obtenção de patente. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Esta tese tem como objetivo principal estudar e caracterizar a enzima ecto- -

nucleotidase (CD73) humana utilizando ferramentas computacionais e após, planejar e 

identificar novos compostos antitumorais que atuem pela inibição CD73 humana. Para este 

estudo empregou-se cumarinas e dihidropirimidinonas (DHPMs) como scaffolds 

constituintes da Quimioteca do LaSOM. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Elucidar o maquinário de catálise da enzima CD73, empregando diversas ferramentas 

in silico;  

 

 Triar virtualmente as DHPMs e cumarinas (sintetizadas ou extraídas de produtos 

naturais) da Quimioteca do LaSOM, propondo novos compostos baseados 

nestes scaffolds; 

 

 Investigar a inibição enzimática (CD73), a atividade antitumoral e a toxicidade, ambas 

in vitro e in vivo dos hits selecionados; 

 

 Realizadas análises in silico das propriedades ADME e toxicológicas, a fim de analisar 

as propriedades físico-químicas e farmacocinéticas dos compostos triados (hits); 

 

 Propor características essenciais para uma pequena molécula inibir a atividade desta 

enzima; 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 O câncer de bexiga 

O câncer de bexiga é o sexto câncer mais comum e o décimo quarto em mortes no 

mundo (MAHDAVIFAR et al., 2016; SUNG et al., 2021). Em 2018, um total de 549.393 casos 

de câncer de bexiga foram diagnosticados mundialmente, sendo que 125.311 (22,80%) dos 

indivíduos eram do sexo feminino e 420.082 (77,19%) do sexo masculino. Destes, 199.922 

pacientes morreram de câncer de bexiga, sendo 51.652 (25,83%) do sexo feminino e 148.280 

(74,16%) do sexo masculino (M. MOHAMMADIAN, A. SAFARI, K. ALLAH BAKESHEI, F. 

ALLAH BAKESHEI; A. MOHAMMADIAN-HAFSHEJANI, H. SALEHINIYA, M. EMAMIYAN, 

2020). A Sociedade Americana do Câncer prevê que em 2022, haverá cerca de 81.180 novos 

casos de câncer de bexiga (aproximadamente 61.700 homens e 19.480 mulheres) nos 

Estados Unidos (KEY STATISTICS FOR BLADDER CANCER, [s. d.]). Já o Instituto Nacional 

do Câncer prevê que o número de casos novos de câncer de bexiga estimados para o Brasil, 

para cada ano do triênio 2020-2022, será de 7.590 casos em homens e de 3.050 em mulheres 

(ESTATÍSTICAS DE CÂNCER, [s. d.]). O câncer de bexiga poder ser denominado de acordo 

com a sua origem:  

- Carcinoma urotelial: também conhecido como carcinoma de células transicionais, são as 

neoplasias oriundas das células transicionais que constituem o urotélio. É o tipo mais comum 

de câncer de bexiga representando 90% dos casos (JUNIOR, 2008). 

- Carcinoma de células escamosas: tem origem nas células delgadas e planas que surgem no 

urotélio depois de infecção ou irritação prolongada. Nos Estados Unidos, os casos de 

carcinoma de células escamosas representam de 1 a 2% dos casos de câncer de bexiga (KEY 

STATISTICS FOR BLADDER CANCER, [s. d.]). 

- Adenocarcinoma: tem origem nas células glandulares que podem surgir na bexiga depois de 

longos períodos de infecção ou irritação. Correspondem a apenas 1% dos casos dos quais a 

maioria são tumores invasivos (KEY STATISTICS FOR BLADDER CANCER, [s. d.]). 

O conteúdo das páginas 30 até 44 encontra-se suprimido, em função da proteção de dados, 
os quais encontram-se submetidos para possível publicação em periódico / obtenção de patente. 
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4. ASPECTOS DA FUNÇÃO CATALÍTICA DA CD73 ATRAVÉS DE MÉTODOS 

COMPUTACIONAIS 

Esta parte da Tese envolveu estudos in silico para mostrar propriedades que não são 

explícitas nos testes biológicos. DM e métodos de interpolação das estruturas cristalográficas 

foram usados para prever os movimentos de abertura e fechamento que são responsáveis 

pela catálise do AMP em adenosina. Além disso, uma abordagem híbrida QM/MM foi utilizada 

para elucidar o processo da ativação da água envolvida no ataque nucleofílico ao grupo 

fosfato. As análises do resultado in silico foram comparadas aos estudos anteriores da análise 

estrutural da CD73. O estudo dos aspectos da maquinaria da CD73, pode ampliar as 

possibilidades no desenvolvimento de novos inibidores da CD73. 

Esse estudo gerou um manuscrito submetido ao periódico Journal of Chemical Information 

and Modeling em 05/07/2021 e está apresentado no formato da submissão de acordo com as 

normas do periódico. O manuscrito possui uma ordem de imagens e tabelas própria, o qual 

não acompanha a ordem da tese aqui apresentada. 
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5. AVALIAÇÂO DAS CUMARINAS E DIHIDROPIRIMIDINONAS COMO POSSÍVEIS 

INIBIDORES DA CD73 

O trabalho descrito neste tópico utiliza ferramentas computacionais com a finalidade de 

triar as cumarinas da quimioteca do LaSOM para a atividade inibitória da CD73, bem como 

avaliar algumas características dos compostos, relacionando com os resultados dos testes de 

atividade enzimática obtidos até o presente. Além disso, foram avaliadas a atividade inibitória 

de dihidropirimidinonas, a forma como estes compostos fazem interações com a CD73, e em 

seguida, a atividade antitumoral contra células de câncer de bexiga e o seu efeito toxicológico 

in vivo no modelo de Caenorhabditis elegans.  

A seção de materiais e métodos será apresentada em conjunto e a seção de resultados 

e discussão será apresentada conforme a classe química (cumarina e dihidropirimidinona) 

para melhor entendimento do leitor. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 Utilizando várias ferramentas in silico foi possível identificar outros possíveis bolsões 

de interação nas diferentes conformações que a CD73 pode adotar em seu movimento 

de abertura e fechamento; 

 O movimento de abertura e fechamento da CD73 pode possuir um ângulo máximo 

maior entre os monômeros do que o publicado por outros autores; 

 Foi visto também que o sítio catalítico da CD73 é o mais favorável para receber novos 

inibidores; 

 O anel bicíclico das cumarinas e DHPMs N1-arilas auxilia no reconhecimento do ligante 

pela CD73; 

 O anel cumarina se posiciona bem entre as fenilalaninas 500 e 417 do sítio catalítico, 

sendo esse bolsão o preferencial em termos de energia de interação; 

 152 cumarinas do LaSOM foram triadas virtualmente, duas foram selecionadas para 

teste e não apresentaram atividade enzimática; possivelmente pela ausência de 

substituintes que pudessem realizar interações de hidrogênio e/ou eletrostáticas no 

sítio ortostérico;  

 Um composto híbrido taurina-cumarina inédito (LaSOM 372) foi planejado e sintetizado. 

Este composto não possui atividade inibitória da CD73 na concentração de 50µM; no 

entanto concentrações maiores devem ser testadas; 

 LaSOM 335 e LaSOM 336 que possuem um anel bicíclico apresentaram um valor de 

IC50 para atividade enzimática abaixo de 200µM, sendo o LaSOM 335 o melhor inibidor 

com IC50 igual a 136 µM; 

 Substituintes aceptores de elétrons como NO2 ligados em meta no anel aromático em 

C4 são melhores para atividade que substituintes doadores de elétrons; 

 A adição de um aceptor de hidrogênio como a carbonila ao anel bicíclico ou em C5 do 

anel pirimidin-tiona leva à da atividade; 

 Os isômeros S de LaSOM 335 e LaSOM 336 parecem ser mais favoráveis à interação 

com o sítio ortostérico da CD73; 

 Interações com os resíduos Arg354 e Arg395, assim como os resíduos Phe500 e 

Phe417 do sítio ortostérico mostram ser importantes para a manutenção do complexo 

O conteúdo das páginas 149 até 150 encontra-se suprimido, em função da proteção de dados, 
os quais encontram-se submetidos para possível publicação em periódico / obtenção de patente. 
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ANEXOS 

ANEXO 1: Geo-Measures: A PyMOL plugin for protein structure ensembles analysis 

Kagami, L. P., das Neves, G. M., Timmers, L. F. S. M., Caceres, R. A., & Eifler-Lima, V. L. 

(2020). Geo-Measures: A Pymol plugin for protein structure ensembles 

analysis. Computational Biology and Chemistry, 87, 107322. DOI: 

https://doi.org/10.1016/j.compbiolchem.2020.107322 

Abstract 

Although molecular dynamics encompasses several applications, studies focusing on 

biomolecular systems are central issues of this research area. Such simulations require the 

generation of trajectory files, which provide a path for the analysis and interpretation of results 

with biological significance. However, although several programs have been developed in 

Python language for the analyses of molecular dynamics (MD) trajectories, they usually require 

some knowledge of programming languages in order to write or run the scripts using command 

lines, which certainly hinders the access of MD simulations to many scientists with the 

necessary biological background to interpret their results. To ease the access to Python 

packages focusing on MD trajectory analyses, we built a user-friendly and easy-to-install 

graphical PyMOL interface. Geo-Measures integrates the PyMOL functionalities with MDTraj, 

a powerful library of trajectory analyses, allowing the users to access up to 14 different types 

of analyses. Two sample cases are reported here to demonstrate the use of Geo-Measures. 

In the first example, which involves the use a MD trajectory file of hemoglobin from the MoDEL 

MD bank, we exemplified the analyses of the following variables: root mean square deviation, 

radius of gyration, free energy landscape and principal component analysis. In the second 

case, we built a trajectory file for the ecto- -nucleotidase using the LiGRO program to study 

the carbon alpha pincer angles, to define the secondary structure of the proteins and to analyze 

the Modevectors. This user-friendly graphical PyMOL plugin, which can be used to generate 

several descriptive analyses for protein structures, is open source and can be downloaded 

at: https://pymolwiki.org/index.php/Geo_Measures_Plugin.  

O conteúdo das páginas 160 até 197 encontra-se suprimido, em função da proteção de dados, 
os quais encontram-se submetidos para possível publicação em periódico / obtenção de patente. 

 


