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RESUMO 

 

Quinases dependentes  de ciclina (CDKs) são sistemas biológicos de interesse para 

o desenvolvimento de protocolos de docking e funções escore, devido à abundância 

de estruturas cristalográficas complexadas para as quais há disponibilidade de 

dados de afinidade de ligação. Neste trabalho relatamos a aplicação de uma 

abordagem computacional integrada para realizar o docking molecular em um 

conjunto de dados composto por 176 estruturas cristalográficas de CDK em 

complexo com inibidores. De nosso conhecimento, este é o maior conjunto de dados 

de estruturas cristalográficas de CDKs utilizado para simulação de docking 

molecular. Nossos resultados indicam que a estratégia proposta para docking de 

CDKs gera poses com desvio médio quadrático abaixo de 2,0 Å para a maioria das 

estruturas do conjunto de dados. Além disso, descrevemos o desenvolvimento das 

funções escore adaptados às CDKs. A análise estatística dos resultados de pré-

docking e re-docking, empregando as funções escore propostas para CDKs, indica 

que estas funções são capazes de prever afinidade com o melhor desempenho 

quando comparado com as funções previamente relatadas para CDKs. 

 

Palavras-chave: Quinase dependente de ciclina; desenho de fármacos; função 

scoring; aprendizagem de máquina, cristalografia. 



 

 

ABSTRACT 

 

Cyclin-dependent kinases (CDKs) comprise an interesting biological system for 

development of docking protocols and scoring functions, due to the abundance of 

complexed structures for which binding affinity data is available. Here, we report 

application of an integrated computational approach to carry out docking against a 

data set composed of 176 structures of CDK in complex with inhibitors. To our 

knowledge, this is the largest data set of CDK crystallographic structures submitted to 

molecular docking simulation. Our results indicate that the proposed strategy for 

docking against CDKs generates poses with docking root-mean square deviation 

below 2.0 Å for most of the structures in the data set. In addition, we describe the 

development of scoring functions tailored to CDKs. Statistical analysis of pre-docking 

and re-docking results, using the proposed scoring functions for CDKs, indicates that 

these functions are able to predict affinity with better performance when compared 

with previously reported benchmarks for CDKs. 

 

Keywords: Cyclin-dependent kinase; drug design; scoring function; machine 

learning; crystallography 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Quinases Dependentes de Ciclina (Cdks) e o Ciclo Celular 

Devido ao seu importante papel no controle da progressão do ciclo celular, 

quinases dependentes de ciclina (EC 2.7.11.21) (CDK) vêm sendo amplamente 

estudadas como proteínas alvo para o desenvolvimento de fármacos (Morgan, 1995; 

Murray, 1994). 

Em células eucarióticas, a divisão celular é constituída de dois processos 

consecutivos que são a replicação do DNA e a segregação de cromossomos 

replicados em duas células separadas. O ciclo celular, originalmente, era dividido em 

dois estágios: Mitose (M), onde ocorre a divisão nuclear; e a Interfase, o intervalo 

entre duas fases M. Os estágios da Mitose consistem em prófase, metáfase, 

anáfase e telófase. Diferentes técnicas posteriormente revelaram que a Interfase se 

subdivide em G1, S e G2 (Norbury & Nurse, 1992). 

Desta forma, a maioria das transições que ocorrem durante o ciclo celular de 

células eucarióticas (especialmente entre as fases de Interfase, G1, S, G2 e Mitose) 

são controladas por quinases dependentes de ciclina (CDKs) que, como o próprio 

nome diz, dependem de ciclinas para tornarem-se ativas (Morgan, 2007; Hochegger 

et al., 2008). 

Quinases dependentes de ciclina (CDKs) formam uma família de proteínas 

quinases serina-treonina, que fosforilam de modo específico a serina ou a treonina 

em diferentes proteínas que possuem níveis variando durante o ciclo celular para 

controle do mesmo (check points). Enquanto monômeros, estas proteínas são 

inativas, mas, para que se tornem ativas, as CDKs necessitam que ocorra a 

fosforilação de um local de ativação e da ligação de um ativador (uma ciclina), uma 

família de proteínas envolvidas no controle e progressão do ciclo celular (Ahmed & 

Sharma, 2011; Satyanarayana & Kaldis, 2009; Hochegger et al., 2008).  

A estrutura cristalográfica da CDK foi determinada pela primeira vez em 1993 

(DeBondt et al., 1993). As quinases possuem uma conformação bilobal que é 

bastante característica, conforme mostrado na Figura 1. Elas possuem um domínio 

N-terminal com aproximadamente 85 resíduos (em folha beta), um domínio C-

terminal predominantemente com aproximadamente 170 aminoácidos (em hélices 

alfa), e um bolsão de ligação a ATP (adenosina trifosfato) entre os dois lobos 
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(Pitchuanchom, 2012). Uma análise das estruturas cristalográficas dos complexos 

formados entre as CDKs e pequenas moléculas inibidoras indica algumas 

características comuns que foram utilizadas para auxiliar na orientação da 

concepção computadorizada de inibidores de CDK mais específicos, tais como 

interações intermoleculares que envolvem uma forquilha molecular composta pelos 

resíduos Glu 81, Phe 82, Leu 83  na estrutura de CDK2 (De Azevedo et al., 2002). A 

maior parte dos inibidores de CDK, com as estruturas cristalográficas dos complexos 

disponíveis, indicou a participação destes resíduos num padrão com “aceitador, 

doador e aceitador” estreitamente posicionado no bolsão de ligação de ATP 

(Cavasotto & Abagyan, 2004). 

 

Figura 1. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK2) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 2R3I). Hélices alfa são desenhadas em vermelho e folha 

beta desenhada em azul. Loops e regiões desordenadas são desenhados em cinza. O inibidor 

de CDK (5- (2-fluorofenil) -N- (piridin-4-ilmetil) pirazolo [1,5-a] pirimidin-7-amina) é mostrado no 

bolsão de ligação de ATP. Esta figura foi gerada com MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as 

coordenadas atômicas da estrutura 2R3I (Fischmann et al., 2008). 
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A ativação de uma CDK por uma ciclina ocorre de modo rigidamente 

controlado. Contudo, a desregulação desta família de proteínas é uma característica 

importante de várias doenças como o câncer – onde a desregulação do ciclo celular 

contribui para um crescimento e proliferação descontrolados de células (Malumbres 

&  Barbacid, 2009; Hanahan & Weinberg, 2000).  

1.2  CDKs como alvo terapêutico 

Recentemente, os inibidores de CDK entraram nos ensaios clínicos de fase III 

para o desenvolvimento de fármacos anti-câncer, que validam ainda mais a 

importância de inibidores de CDK no desenvolvimento de uma nova geração de 

fármacos contra câncer (De Azevedo, 2016). 

Com um importante papel regulador da progressão do ciclo celular (G1/S e S) 

está a CDK2. Há estudos que mostram que uma superexpressão da CDK2 está 

presente nos casos de câncer de laringe, câncer de mama e melanoma avançado 

(Abdullah et al., 2011; Georgieva et al., 2001; Weroha et al., 2010; Liu et al., 2011). 

Já uma hiperativação da CDK2, está associada a uma amplificação e / ou 

superexpressão das ciclinas A e E em um grande número de cânceres humanos, 

particularmente no câncer de ovário, mama e carcinoma do endométrio, carcinoma 

de pulmão e tireóide, osteosarcoma e melanoma (Husdal et al., 2006; Ekberg et al., 

2005; Nar et al., 2012; Santala et al., 2014; Nakayama et al., 2010; Karst et al., 2013; 

Lockwood et al., 2011; Koutsami et al., 2006). A figura 2 traz uma CDK2 com foco no 

inibidor acoplado no bolsão de ligação de ATP. 

 

Figura 2. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK2) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 1DI8). O inibidor de CDK (4-[3-hydroxyanilino]-6,7-

dimethoxyquinazoline) é mostrado no bolsão de ligação de ATP. A imagem da proteína foi 
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gerada utilizando MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as coordenadas atômicas da estrutura 

1DI8 (Shewchuk et al., 2000). 

 

Diferentemente das outras CDKs, a CDK5 não está envolvida na regulação do 

ciclo celular e sim com a cascata de transdução de sinal e moléculas sinalizadoras 

neuronais, como o glutamato – que em níveis elevados na fenda sináptica 

(excitotoxicidade) pode levar a a diversas doenças neuronais. (Dhavan & Tsai, 2001; 

Dhariwala & Rajadhyaksha, 2008). Nos casos de doenças neurodegenerativas (no 

início e desenvolvimento), há associação da hiperatividade da CDK5 com a indução 

de morte em células neuronais (Cheung & Ip, 2012; Dhavan & Tsai, 2001; Patrick et 

al., 1999). Na doença de Alzheimer, esclerose lateral amiotriotrófica e doença de 

Parkinson, estudos têm mostrado que a CDK5 é hiperativada pela p25 que 

desregula esta CDK e promove a neurodegeneração (Cheung & Ip, 2012; Patrick et 

al., 1999; Nguyen & Julien, 2003; Lau & Ahlijanian, 2003; Smith et al., 2003; Bu et 

al., 2002). Inúmeros estudos que relacionam doenças neurodegenerativas com 

CDK5 mostram a relevância desta proteína quinase como alvo teraupêutico 

(Rosales & Lee, 2006). Contudo, a CDK5 é a única das CDKs que para ser ativada, 

apesar das semelhanças com este grupo, necessita de proteínas não-ciclinas (ciclin-

like) e não exige fosforilação no seu sítio de ativação (Lalioti et al., 2010). Pensava-

se que sua atividade quinase era limitada ao sistema nervoso, devido à expressão 

predominante de seus ativadores p35 e p39, ativadores restritos a membrana da 

célula (Rosales & Lee, 2006; Tanabe et al., 2014). A figura 3 traz um exemplo de 

estrutura de CDK5 com foco no inibidor acoplado no bolsão de ligação de ATP. 

 

Figura 3. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK5) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 1UNG). O inibidor de CDK (6-phenyl[5h]pyrrolo[2,3-
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b]pyrazine / Aloisine A (Sinônimo)) é mostrado no bolsão de ligação de ATP. A imagem da 

proteína foi gerada utilizando MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as coordenadas atômicas 

da estrutura 1UNG (Mapelli et al., 2008). 

  

A CDK6 (associada com ciclinas) também possui seu papel na regulação do 

ciclo celular, sendo considerada também um promissor alvo para o tratamento do 

câncer. Esta quinase é uma subunidade catalítica essencial para a progressão 

através da fase G1, através de associação e ativação com ciclinas do tipo D, 

promovendo a fosforilação de membros da família de proteínas do Retinoblastoma 

(p107, p130, pRB) (Obaya & Sedivy, 2002; Satyanarayana & Kaldis, 2009, Ho & 

Dowdy, 2002). A desregulação das atividades da CDK6 (associada a ciclina-D) 

resulta numa perda de controle entre os estímulos relacionados a mitose e a 

regulação do ciclo celular, o que leva a uma proliferação celular descontrolada 

(Ortega et al., 2002). Uma amplificação do gene da CDK6 e o aumento de sua 

expressão têm sido descritos em linfomas, leucemias, carcinoma de células 

escamosas, gliomas e meduloblastoma (Corcoran et al., 1999; Costello et al., 1997; 

Mendrzyk et al., 2005). A figura 4 traz um modelo de CDK6 dando ênfase no inibidor 

acoplado no bolsão de ligação de ATP. 

 

Figura 4. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK6) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 4AUA. O inibidor de CDK (1H-benzimidazol-2-yl(1H-pyrrol-2-

yl)methanone) é mostrado no bolsão de ligação de ATP. A imagem da proteína foi gerada 

utilizando MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as coordenadas atômicas da estrutura 4AUA 

(Cho et al., 2012). 
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A CDK8 é um componente do complexo Mediador, um complexo multiproteico 

evolutivamente conservado que atua como mediador entre o complexo de 

transcrição Pol II e quaisquer ativadores de transcrição localizados a montante, ou 

estimuladores que regulem a transcrição catalizada pela enzima Pol II. Além do seu 

papel na regulação da transcrição genica, tem sido apontado como um regulador de 

vários passos na progressão do ciclo celular (Szilagyi & Gustafsson, 2013). Esta 

CDK foi classificada como uma oncoproteína nos cânceres coloretal e gástrico, e 

outras evidências mostram o seu papel na promoção da proliferação celular em 

pacientes com melanoma e câncer de mama (Firestein et al., 2008; Firestein & 

Hahn, 2009; Xu & Ji, 2011; Xu et al., 2015). A figura 5 traz uma CDK8 com foco no 

inibidor acoplado no bolsão de ligação de ATP. 

 

Figura 5. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK8) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 3RGF). O inibidor de CDK (4-{4-[({[4-chloro-3-

(trifluoromethyl)phenyl]amino}carbonyl)amino]phenoxy}- n-methylpyridine-2-carboxamide / 

Sorafenib (Sinônimo)) é mostrado no bolsão de ligação de ATP. A imagem da proteína foi 

gerada utilizando MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as coordenadas atômicas da estrutura 

3RGF (Schneider et al., 2011). 

 

Outra CDK com interesse farmacológico é a CDK9, que é componente do 

complexo de super elongação, fosforilando a RNA Pol II no domínio carboxi-terminal 

para promover a liberação da RNA Pol II e transcrição da elongação. As vias de 

sinalização da CDK9 que estão envolvidas no desenvolvimento de tumores e, ainda  

a atividade anormal da CDK9/T1, foram observadas em alguns tumores malignos 

humanos (Romano, 2013). Inibidores da CDK9 tem mostrado ser seletivamente 
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citotóxico para células cancerosas (quando comparado a células normais), 

sugerindo que esta CDK pode ser um alvo terapêutico bastante vantajoso (De Falco 

& Giordano, 2002; Nowicki & Walkinshaw, 2010; Polier et al., 2011; Polier et al., 

2015). Isto se baseia no fato de células cancerosas geralmente dependerem da 

produção de proteínas reguladoras anti-apoptóticas de vida curta de modo a resistir 

a morte celular programada. A redução da transcrição destes fatores de 

sobrevivência através da inibição farmacológica da CDK9 resultaria em uma 

atividade anti-tumoral devido ao restabelecimento do processo de apoptose (morte 

celular programada) (Chen et al., 2005). A figura 6 representa uma CDK9 com foco 

no inibidor acoplado no bolsão de ligação de ATP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estrutura bilobal típica da Quinase Dependente de Ciclina (CDK9) em complexo com 

o inibidor (código PDB de acesso: 3BLR). O inibidor de CDK (2-(2-chloro-phenyl)-5,7-

dihydroxy-8-(3-hydroxy- 1-methyl-piperidin-4-yl)-4h-benzopyran-4- one // FLAVOPIRIDOL 

(Sinônimo)) é mostrado no bolsão de ligação de ATP. A imagem da proteína foi gerada 

utilizando MVD (Thomsen & Christensen, 2006) e as coordenadas atômicas da estrutura 3BLR 

(Baumli et al., 2008). 

  

Tendo em vista que a desregulação desta família de proteínas pode acarretar 

em diversas doenças, inclusive o câncer, esses membros específicos das CDKs têm 

sido objeto de estudo como alvos terapêuticos para síntese de novos fármacos 

(Malumbres, 2014). 

1.3 Estudo computacional (proteína-ligante) 

Para que o desenvolvimento de novos fármacos ocorra de modo racional, 

deve ser baseado no estudo detalhado de estrutura tridimensional da proteína de 
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interesse, além de conhecer sua interação com o ligante.  Esta análise é primordial 

para todo o processo de desenvolvimento e para que seja possível a otimização de 

um fármaco líder, que deverá possuir características de alta 

seletividade/especificidade adicionalmente a propriedades farmacocinéticas 

adequadas (Thomsen & Christensen, 2006). 

Do ponto de vista da biologia de sistemas computacionais, as CDKs 

compreendem um sistema de interesse biomolecular para uma análise integrada da 

sua informação tridimensional e a informação de afinidade de ligação do ligante. 

Existem mais de 400 estruturas cristalográficas para as CDKs depositadas no banco 

de dados Protein Data Bank (PDB) (Westbrook et al., 2003), em pesquisa feita em 

março de 2016. Como PDB permite filtrar as informações por afinidade de ligação, 

podemos combinar as informações tridimensionais com afinidade de ligação do 

ligante e construir um conjunto de dados com as estruturas determinadas 

experimentalmente para o qual os dados afinidade de ligação é conhecida. Este é 

um cenário favorável para a aplicação de abordagens de biologia de sistemas 

computacional, a fim de desenvolver um modelo matemático para prever a afinidade 

de ligação do ligando para a proteína alvo (Kitano, 2002). 

A identificação de possíveis inibidores competitivos das CDKs, é realizada 

através de uma abordagem in silico por simulação de docking molecular. Entre os 

diversos algoritmos implementados em programas de docking molecular, o uso de 

computação bioinspirada tem mostrado sucesso (Thomsen & Christensen, 2006; 

Heberlé & De Azevedo, 2011; De Azevedo Jr., 2010). 

A computação bioinspirada é uma abordagem de algoritmos que se inspira 

em modelos biológicos a fim de buscar a solução para problemas de otimização que 

não especificamente biológicos. Os principais modelos empregados na computação 

bioinspirada são: redes neurais (Wasserman, 1989), algoritmos genéticos (Koza 

et.al., 1999) e algoritmos evolucionários (Layton, 2008). A simulação computacional 

da interação proteína-ligante é um problema de otimização que pode ser abordado 

empregando algoritmos evolucionários. A simulação da interação proteína-ligante, 

onde as coordenadas atômicas de cada ligante são obtidas computacionalmente é 

denominada simulação de docking. Nestas simulações o ligante pode ter uma 

estrutura flexível (com liberdade de girar seus ângulos de torção) ou não (sem 

liberdade de girar os ângulos de torção) (De Azevedo Jr. & Dias, 2008).  
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Para que as simulações de docking sejam aplicadas, é importante que o 

protocolo de docking seja testado. O primeiro passo deve ser o re-docking, que 

busca verificar se a estratégia de docking é capaz de recuperar uma estrutura 

cristalográfica. Este processo compara aquela estrutura obtida através da simulação 

de docking (denominada pose) com a posição do ligante, obtido através da estrutura 

cristalográfica que envolve proteína e ligante. Após as poses serem geradas, estas 

são comparadas com a posição do ligante da estrutura cristalográfica (ligante de 

referência). Esta comparação gera um Desvio Médio Quadrático (RMSD) que é 

calculado entre dois conjuntos de coordenadas atômicas: um para a estrutura 

cristalográfica (xc, yc, zc) e outro para as coordenadas atômicas obtidas a partir das 

simulações de docking (xd, yd, zd). A soma é tomada sobre todos os N átomos de 

ser comparados entre si (conforme equação descrita na metodologia). São 

considerados melhores resultados das simulações de docking aqueles valores de 

cálculo de RMSD que estiverem abaixo de 2.0 Å, quando comparado com estruturas 

cristalográficas (De Azevedo Jr., 2010; Heberlé & De Azevedo Jr., 2011). 

Outro procedimento que deverá ser realizado, principalmente nos casos onde 

há várias estruturas cristalográficas disponíveis para a mesma proteína, é o 

ensemble-docking, que consiste em ligar um número de moléculas em uma 

variedade de estruturas cristalinas de uma proteína idêntica (Thilagavathi & 

Mancera, 2010). 

Há diversos estudos de docking molecular que têm como foco as CDKs 

(Saranya & Selvaraj, 2011, Azevedo et al., 2012; Haneef et al., 2014; Jayaraman & 

Jamil, 2014; Putey et al., 2014; Zheng et al., 2014; Yan et al., 2015) no entanto, de 

nosso conhecimento, esta é a primeira vez que um grande desenvolvimento de 

simulação de docking proteína-ligante e função escore foram realizados para as 

CDKs. Desta forma, propõe-se integrar os dados de afinidade e estruturais para 

construir funções escores polinomiais adaptadas (ao sistema) das CDKs. 

Adicionamente utilizamos as funções escores padrões, como termos de uma 

equação polinomial e através de análise de regressão realizamos a construção de 

uma função escore "personalizada" para as CDKs. Além disso, realizaou-se uma 

abordagem de docking molecular integrada para investigar a correlação dos 

resultados de docking molecular com as funções escores. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Estima-se que o número esperado de novos casos de cancêr sofra um 

aumento de 70% nas próximas duas décadas, já figurando entre as principais 

causas de morbidade e mortalidade no mundo. Cerca de 14 milhões de novos casos 

e 8,2 milhões de mortes que estão relacionadas ao câncer em 2012 (WHO, 2015).  

Neste contexto, observa-se a importância da busca de novos potenciais 

inibidores seletivos de Quinases Dependentes de Ciclinas (CDKs), que são 

proteínas quinase serina-treonina que possuem seus níveis variando durante o ciclo 

celular para que este ocorra de modo controlado. (Ahmed & Sharma, 2011; 

Satyanarayana & Kaldis, 2009; Hochegger et al 2008). Todavia, uma desregulação 

desta família de proteínas, que pode levar a uma desregulação do ciclo celular, é 

uma característica importante de várias doenças, dentre elas o câncer – contribuindo 

para um crescimento e proliferação descontrolados de células. (Malumbres & 

Barbacid, 2009; Hanahan & Weinberg, 2000). O presente trabalho buscou identificar 

novos potenciais inibidores de Quinases Dependentes de Ciclinas (CDKs) 

empregando ferramentas de bioinformática, a partir da simulação computacional da 

interação de ligantes com o sítio ativo da enzima. 

Vale ressaltar que critérios importantes de nossa proposta foram satisfeitos 

como: a) originalidade de nossa abordagem; b) aplicabilidade dos métodos aqui 

propostos; c) potencial de gerar novos conhecimentos. 
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3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

 Identificar a melhor abordagem computacional para a busca de potenciais 

inibidores das CDKs. 

3.2 Objetivos específicos 

 - Utilizar a base de dados Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) para 

selecionar estruturas cristalográficas de CDKs, para as quais há informação sobre a 

afinidade do inibidor pela enzima (aquisição de dados). 

 - Filtrar os dados estruturais das CDKs, de forma que a informação sobre a 

qualidade dos modelos estruturais possa ser avaliada. 

 - Minerar os dados estruturais das CDKs, de forma que se possa determinar 

valores mínimos e máximos de características estruturais disponíveis. Serão 

avaliados parâmetros estruturais, tais como: resolução cristalográfica, fator de 

vibração térmica, número de resíduos que faltam na estrutura, entre outros. 

 - Refinar a base de dados estruturais das CDKs, de forma que se possa 

separar os dados estruturais disponíveis (para eliminar redundâncias) por exemplo, 

entre os estruturais disponíveis, quais deles apresentam menor fator de vibração 

térmica para os ligantes. 

- Testar diferentes protocolos de docking molecular para uma estrutura 

cristalográfica de CDK representativa (re-docking). 

- Usar o protocolo de docking molecular identificado para as outras estruturas 

cristalográficas (ensemble-docking). 

- Testar diferentes funções escore empíricas para avaliar a interação das 

CDKs com ligantes. 

- Identificar as interações intermoleculares dos ligantes identificados na busca 

virtual. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Considerando inicialmente as análises de resultados de pré-docking e re-

docking para o conjunto de estudo, SAnDReS (utilizando como um critério de 

seleção a resolução de raios x) identificou o código PDB 2R3I (Fischmann et al., 

2008) como a estrutura com mais alta resolução do conjunto de dados de CDK. Esta 

foi a estrutura cristalográfica utilizada nas simulações de re-docking, para realização 

dos 32 protocolos de docking  propostos, onde o protocolo 13 obteve o maior 

coeficiente de correlação de Spearman (variou de -0,261 a 0,941) e um RMSD < 2,0 

Å. A maior correlação foi observada para as funções escore de Interaction e Protein, 

indicando uma forte correlação entre essas funções escore e RMSD de docking, 

com p-value < 0,001 para ambas as funções. Além disso, foi possível observar que, 

através da análise dos gráficos de dispersão, os valores para a menor função escore 

apresentam um RMSD de docking abaixo de 2,0 Å (0,809 Å para ambas as funções 

escore). O melhor protocolo identificado foi empregado para realizar simulações de 

docking para o restante dos códigos PDBs no conjunto de estruturas cristalográficas 

(ensemble docking) e também para uma simulação de virtual screening focada em 

um conjunto de dados composto de decoys e ativos. 

Foi realizada a análise da correlação dos resultados do ensemble-docking 

(RMSD) com funções escore, onde o coeficiente de correlação de Spearman variou 

de -0,164 a 0,400. Os maiores coeficientes de correlação ( = 0,400 e p-value1 = 

3,795.10-8, R2 = 0,014 e p-value2 = 1,123.10-1) foram obtidos para Displaced Water 

Score. Para Displaced Water Score o RMSD para o menor valor da função escore é 

0,145 Å. A análise dos resultados do ensemble docking para Displaced Water Score 

indicou que mais de 50%  dos RMSDs de docking tiveram valor < 2,0 Å, 

demonstrando a precisão desta função para simulações de docking molecular para o 

conjunto de dados de CDKs. 

Os resultados para o coeficiente de correlação entre as funções escore e 

log(IC50), para o conjunto de dados de CDKs, foi obtida a correlação mais 

significativa para Re-rank Score (= -0,214 and p-value = 0,00431). No entanto, 

também foram observados valores de p <0,05 para os scores Internal e Electro 

Long. A análise da correlação de R (R2) gerou resultados pobres, com R2 < 0,1 para 

todas as funções escore. 
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Com a finalidade de investigar funções adicionais para prever a afinidade de 

ligação, foi aplicada a metodologia função escore polinomial e implementada no 

programa SAnDReS para o conjunto de dados de CDKs. Ao fazê-lo, torna-se 

possível testar diferentes esquemas de escore, utilizando equações polinomiais 

onde seus termos são tomados a partir de funções escore originais geradas pelo 

programa de docking molecular. Neste trabalho, consideramos uma equação 

polinomial envolvendo os Re-rank score, Internal score e Electro long score, uma 

vez que estes de scores geraram valores de p-value mais baixos para o conjunto de 

dados em estudo. Foram gerados um total de 511 novas funções de escore 

polinomiais utilizando SAnDReS – as dez melhores equações foram evidenciadas no 

artigo submetido. O melhor resultado foi obtido para a equação polinomial 482 com 

= 0,39 (valor-p <0,001) para o conjunto treino (122 estruturas) e para o conjunto 

teste  = 0,346 (p = 0,0104) com 54 estruturas. A equação polinomial 482 utiliza as 

funções escore Re-rank, Internal, Electro Long, Rerank.Internal e Internal2 como 

variáveis independentes. Estas funções escores polinomiais podem ser utilizadas 

como uma forma de explorar um espaço virtual composto por funções escores, onde 

pode ser encontrada a função mais adequada para o sistema que se deseja simular. 

Para testar a capacidade das equações polinomiais em prever decoys e 

ligantes ativos, foi construído um conjunto de dados com ligantes identificados nas 

176 estruturas complexas do conjunto de dados de CDKs como agentes ativos e, 

foram adicionados 1584 ligantes decoys. Estes falsos ligantes (decoys) foram 

selecionados aleatoriamente a partir de base de dados DUD-E para gerar um 

conjunto de dados com ativos e decoys. Foi realizada uma simulação virtual 

screening, utilizando o protocolo 13 voltado para a estrutura da proteína 2R3I 

(Fischmann et al., 2008), como anteriormente descrito. Os resultados mostraram que 

a equação polinomial 482 possui um desempenho geral melhor quando comparados 

com as funções escore originais. Além disso, esta equação mostra um desempenho 

melhor quando comparada a resultados previamente publicados de docking para as 

CDKs (EF1 = 13,9, EF20 = 1,4) (Huang et al., 2006). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Este trabalho apresentou a aplicação de uma metodologia flexível e moderna 

de docking proteína-ligante para um conjunto de 176 estruturas de CDKs. De nosso 

conhecimento, este é o maior conjunto de dados já utilizado para estudos de docking 

focado em CDKs. Foram testados um total de 32 protocolos de docking e avaliou-se 

a precisão encaixe e a correlação entre as funções escore e RMSD de docking 

empregando-se uma ferramenta gráfica integrada implementada no programa 

SAnDReS.  A análise dos resultados de docking indicam um RMSD de docking 

abaixo de 2,0 Å para a maioria das estruturas no conjunto de dados CDK, o que 

indica fortemente a precisão dos resultados de docking obtidos utilizando o 

programa MVD. A aplicação do programa SAnDReS para as funções escore 

determinadas para o conjunto de dados de CDKs foi capaz de construir uma nova 

função escore polinomial para prever a afinidade de ligação com melhor 

desempenho do que as funções escore bem estabelecidos disponíveis no MVD. 

Além disso, empregou-se o SAnDReS para construir um conjunto de dados com 

decoys e ligantes ativos que testou-se uma simulação VS. Classificou-se os 

resultados VS utilizando funções polinomiais que geraram Fatores de 

Enriquecimento de escore melhores do que os obtidos a partir de estudos de 

referência publicados anteriormente (Huang et al., 2006). A partir destes resultados 

podemos dizer que a metodologia aqui descrita abriu a possibilidade de melhorar a 

precisão dos estudos de docking focados em CDKs e, além disso, estabeleceu uma 

metodologia integrada que permite a construção de funções escore sob medida para 

o sistema biológico a ser simulado. 
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Submission Title: SAnDReS a Computational Tool for Statistical Analysis of 

Docking Results and Development of Scoring Functions 

 

Dear Dr. Walter F. Azevedo Jr.,  

 

I am pleased to inform you that your article entitled SAnDReS a 

Computational Tool for Statistical Analysis of Docking Results and 

Development of Scoring Functions has been accepted for publication in 

"Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening" after independent peer 

review.  

 

You may wish to request your Librarian to subscribe to the journal so that 

your work gets maximum exposure among your colleagues, researchers and 

readers in the field. I am pleased to bring to your attention a special 

limited time offer in this connection: If your Librarian decides to 

subscribe to the Bentham journal, you will become eligible to an optional  

offer which will allow free Open Access to this article as well as any other 

articles that you submit and which are accepted after peer review during the 

next 2 years. 

 

We are also pleased to offer your institutions/library a FREE three months 

on-line trial of all Bentham Science Journals at no obligation to subscribe 

thereafter. The journals trial would allow free access to all the members of 

your institution/Library. For an on-line trial request, please click here 

(http://benthamscience.com/free-online-trials-request-main.php). If you 

are interested in this special limited time offer then you or your Librarian 

may contact either the Subscription Department directly at 
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<subscriptions@benthamscience.org> Bentham Science or alternatively orders 

may be placed via your librarian's journal acquisition agency.  
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with Kudos to increase the portfolio of its services for Bentham authors. 

Kudos is among the preferred media for the researchers. It is a web-based 

service that helps researchers to maximize the visibility, usage of and 

citations to your published articles (www.growkudos.com) Kudos will be 

contacting you to register to use this new service, that they are offering 

to a selected group of authors to help increase the readership and citations 

of their articles. 

 

We wish to thank you for submission of the manuscript to Combinatorial 

Chemistry & High Throughput Screening and look forward to a continued 

collaboration in the future. 

 

With warm regards, 

Editorial Office 

Bentham Science Publishers 

Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening 

http://bsp-cms.eurekaselect.com/index.php/CCHTS 
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minimise any chances of plagiarism. 

 

Further, as per Bentham Science's Ethical Guidelines for Publication, all 
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have reviewed and accordingly approved the manuscript before final submission to 

avoid any conflicts of interest later. Our ethical policies can be viewed at: 

http://benthamscience.com/journal/publishing-ethics.php?journalID=cmc#top. 
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Editor in Chief for his approval, and once this is obtained for peer-reviewing, on the 

understanding that the manuscript contains original work that has neither been 

published earlier nor has simultaneously been submitted elsewhere. In case this is 
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http://benthamscience.com/journal/publishing-ethics.php?journalID=cdt#top.  

 

In case of any doubt or conflict please contact us immediately.  
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Affiliation: University of Notre Dame 
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Looking forward to the successful publication of your article. 

 

In case of delay, please feel free to write info@benthamscience.org  

 

Sincerely,  

Editorial Office 

Bentham Science Publishers 

Current Drug Targets 

http://bsp-cms.eurekaselect.com/index.php/CDT 

 

--------------------------- 

E-mail com a solicitação de correções (2 de novembro de 2016 06:38:36) 

 

De: Current Drug Targets 

<cdt@benthamscience.org<mailto:cdt@benthamscience.org>> 

Enviado: quarta-feira, 2 de novembro de 2016 06:38:36 

Para: Walter Filgueira de A Junior 

Cc: Current Drug Targets 

Assunto: [CDT] Editor Decision | BSP-CDT-2016-651 

Reference#: BSP-CDT-2016-651 

Submission Title: Understanding the Structural Basis for Inhibition of 

Cyclin-Dependent Kinases. New Pieces in the Molecular Puzzle 

Dear Dr. Walter F De AZEVEDO Jr., 

Thanks for submitting the manuscript to "Current Drug Targets". Your 

manuscript has been reviewed by the experts in the field, and the consensus is that it 

needs a revision with rewriting and checking. I am attaching the comments below 

and encouraging you to address the comments, revise the manuscript indicating the 

exact changes you made and to resubmit it at yourearliest convenience. 

Reviewers' comments: 

------------------------------------------------------ 

 

Reviewer A: 
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        In this review, you summarize recent developments of structural studies 

focused on inhibitors of CDK generated a theoretical framework to understand ligand 

binding affinity, which makes use of the simple paradigm of the molecular fork. The 

integration of functional and structural studies makes possible the development of 

high specific CDK inhibitors, such as purine analogues and flavonoid derivatives. He 

has also reported FDA approved CDK inhibitor (palbociclib), which is in phase III of 

clinical trial. This type of drug is developed by computer aided drug design 

approaches. Using structure /ligand based drug design research can predict the 

CDK-ligand interactions, biological activity through QSAR model, ADME and Toxicity 

for various kind targets. Author has also reported different type of CDK family, CDK 

structures, CDK in complex with inhibitors, CDK2 structure. In my opinion this review 

paper may be helpful for those research who working on Cyclin-dependent kinases 

inhibitor. 

------------------------------------------------------ 

Reviewer B: 

        Mention that CDKs are also used to treat inflammation, eg Seliciclib. 

CDKs have some basal activity when phosphorylated, so it would be incorrect to 

state “CDK’s are inactive as monomers”.  Reference = THE JOURNAL OF 

BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 274, No. 13, Issue of March 26, pp. 8746–8756, 

1999 Nicholas R. Brown, Martin E. M. Noble, Alison M. Lawrie, May C. Morris, Paul 

Tunnah, Gilles Divita, Louise N. Johnson, and Jane A. Endicott CDK5 is regulated by 

p35 and p39  - so I’m not sure about sentence 3 paragraph 2 page 1. 

Palbociclib is a CDK4/6 inhibitor and has been launched as a breast cancer, 

see http://www.pfizer.com/news/press-release/press-release-

detail/pfizer_announces_european_medicines_agency_validates_marketing_authoriz

ation_application_for_ibrance_palbociclib_in_combination_with_endocrine_therapy_f

or_the_treatment_of_hr_her2_metastatic_breast_cancer This paragraph doesn’t flow 

well, recommend starting a new paragraph. 

Might be worth mentioning the first CDK to reach the clinic and the challenges 

with the further development of CDK inhibitors in the clinic? Reference this review on 

neurodegenerative disease and the impact of kinase regulation: 
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M. P. Mazanetz and P. M. Fischer. Untangling tau hyperphosphorylation in 

drug design for neurodegenerative diseases. Nat. Rev. Drug Discov., 6(6):464–79, 

2007  

There has been a lot of MD, Docking and QM studies on CDK2/5.  Should 

reference these with regards to modelling protein flexibility. Molecules. 2014 Jun 

30;19(7):9134-59 J Cheminform. 2011 Jan 10;3(1):2 

It would be very beneficial to the readers to see a histogram of the amount of 

X-rays from the PDB for each CDK – and to make a comment on the diversity of the 

ligands bound.  The literature is full of very similar data for CDK2, which has biased 

the information about kinase folds. 

 

The figure 6 is a very poor correlation and probably shouldn’t get a mention in 

this review article.  Bascially it says that there is no correlation between the observed 

data and the PLANTS score.  There is lack of consideration of non-classical 

interactions in drug design.  Also there should be a mention of other design 

approaches, FBDD, LBDD etc. 

There is a lot of new methods which are not covered in this review, nor is there 

an indepth analysis of the differences and similarity of kinases, the various strategies 

to address Type1-5 inhibitor design and challenges.  It would be good to review the 

current understanding of residence time on drug efficacy. 

 

------------------------------------------------------ 

Reviewer C: 

        This is an interesting review article that summarizes the progress of 

structural information on CDKs, highlighting the structural features for development of 

CDK inhibitors. These enzymes have been the object of extensive investigation, 

because of its importance in the regulation of the cell division cycle. 

Furthermore, CDKs have caught attention as a target for development of 

anticancer drugs. 

The title is relevant and the abstract adequately summarizes the work. 

This review focuses on seven key issues: 

1) INTRODUCTION: 

Summarizes the state of art of functional and structural studies of CDKs 
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2) CDK FAMILY: 

Describe the novel classification scheme of CDKs, which now comprise a 

protein family with twenty members identified in the human genome. In this scheme, 

CDKs is divided into eight subfamilies, three subfamilies are related to cell-cycle 

progression (CDK1, CDK4 and CDK5) and five other subfamilies are related to 

transcriptional CDKs (CDK7, CDK8, CDK9, CDK11 and CDK20). 

3) CDK STRUCTURES: 

Among the four techniques that can be used to determine the three 

dimensional structure of a protein (x-ray diffraction crystallography, 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy, Electron Microscopy, and 

Neutron crystallography), the authors consider that the great majority of 

information available about the structure for these proteins were obtained by x-ray 

diffraction crystallography. 

4) CDK2 STRUCTURE: 

Authors summarize structural results that are relevant for determining the 

basis for CDK2 inhibition. The first structure of CDK to be solved was the CDK2, in 

the 1990s. The elucidation of the three-dimensional structures of CDK2, by means of 

x-ray diffraction crystallography, paved the way for application of bioinformatics and 

cheminformatics approaches to search for potential CDK inhibitors. One of the most 

successful inhibitors identified, so far, is “palbociclib”, which is currently in phase III of 

clinical trials with FDA approval. 

5) CDK IN COMPLEX WITH INHIBITORS: 

Describe the intermolecular contacts of CDK2 structures with competitive 

inhibitors. Authors consider that a key point in the design of specific inhibitors for a 

drug target is the possibility of application of computational methods to predict ligand-

binding affinity based on the structural information of protein-ligand complex. 

6) FUTURE DEVELOPMENTS: 

They are addressed to the possibility to integrate structural and affinity 

information to build specific scoring function, tailored to CDK proteins, considering 

the integration of crystallographic, cheminformatics and bioinformatics techniques, it 

could be applied an integrated strategy for docking simulation and scoring function 

development. 
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7) CONCLUSION: 

As conclusion, the authors develop a brief summary of the review. 

This review is informative and the manuscript needs careful editorial revision 

for language. 

I did not find the supplementary material 1 and 2. 

------------------------------------------------------ 

With warm regards, 

Shabana Seemee 

Sr Manager Publications 

Bentham Science Publishers 

Current Drug Targets 

http://bsp-cms.eurekaselect.com/index.php/CDT 
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cdt [cdt@benthamscience.org]   
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Para:  Walter Filgueira de A Junior  

 

Dear Dr. Walter 

Thank you very much for your email. 

I confirm the safe receipt of revised version and rebuttal letter. 

Best regards, 

Shabana Seemee 

Sr Manager Publications 

E-mail: shabana@benthamscience.org 

Sign up today to your FREE journal Table of Contents alerts at URL: 
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