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Resumo

As proteinas quinases sdo importantes por atuar em processos
biolégicos conhecidos, como a transducdo de sinais. Esses processos estao
intimamente relacionados com o desenvolvimento de neoplasias malignas.
Desse modo, o conhecimento da atuacao de drogas, relacionadas com essas
proteinas, € relavante para o tratamento de alguns tipos de cancer. Neste
trabalho, procurou-se estudar inibidores da proteina quinase de adeséao focal
(FAK), a fim de correlacionar propriedades teéricas, obtidas pela quimica
computacional, com atividades biolégicas calculadas a partir do ICso, para
auxiliar no entendimento entre essas drogas e a FAK. Para realizar os calculos
foram usadas diversas aproximagdes de modelagem molecular, dentre as
guais, mecanica molecular, métodos ab initio, e métodos hibridos. Para a
aproximacgdo de mecéanica quantica foram usados os métodos Hartree-Fock,
teoria do funcional de densidade, e semi-empiricos PM3, PM6 e MNDO, para
descrever a interacdo entre o sitio catalitico da FAK e os inibidores. O
programa O programa auto-docking Vina foi usado para o ancoramento rigido.
As atividades de inibidores da classe 7-h-pirrolo-pirimidina foram comparadas
com dados provenientes da mecanica quantica, cujo resultado mostrou a
importancia dos orbitais de fronteira proximos ao aminoacido Cys502. Quanto
mais estendidos esses orbitais, maior podera ser atividade de inibicdo da FAK.
Sao ainda observadas interaces moleculares com os aminoacidos Arg424 e
Lys454. Os inibidores dasatinib, sulfonamida e tiazole também foram
estudados com métodos de quimica quantica. Esses inibidores mostram
tendéncias quimicas semelhantes com aqueles da classe pirrolo pirimidina, no
gue se refere as interacbes com o0s aminoacidos da triade catalitica,
enfatizando a necessidade dessas interacbes na construcdo de novos
inibidores. Além disso, a partir da andlise de componentes principais, foi
mostrada uma correlacdo entre atividades e propriedades eletrénicas. A soma
de todos esses estudos leva a novas fronteiras para o entendimento da
interacdo de farmacos inibidores da proteina quinase e, consequentemente, a
compreensao da inibicdo da metastase, que sdo uma das maiores causas de

morte no mundo moderno.
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Abstract

The kinases proteins play important role acting in known biological
process, as the signal transduction. These processes are strongly related to the
development of malignant neoplasms. Therefore, the knowledge of the drug
action related to the kinase protein is relevant for the cancer treatment. In this
work, it was studied inhibitors of focal adhesion kinase (FAK) protein in order to
correlate theoretical properties with biological activity via 1C50, to understand
the interaction between these drugs with FAK. In order to perform the
calculations it was employed several approaches of molecular modeling, as
molecular mechanics, ab initio and hybrid methods. For the quantum
mechanical approach we have used Hartree-Fock, density functional theory and
semi-empirical PM3, PM6, MNDO methods to describe the interaction between
the catalytic site of FAK binding and the selected inhibitors. Auto Docking Vina
program was employed to perform the rigid docking. The inhibitor activities of 7-
h-pirrole-pirimidines were compared to the results of quantum mechanical
approaches, and these results shows the important relation to the frontier
orbitals close to the Cys502 aminoacid. The largest contribution of these
orbitals is closely related to the FAK inhibition. The molecular interaction with
Arg454 and Lys454 aminoacids were also showed. Dasatinib, sulfonamide and
thiazole inhibitors also presents these main interactions, emphasizing the
relevance of catalytic site interaction of FAK with new inhibitors. Furthermore,
from the principal component analysis, it was shown a correlation between
activity and electronic properties. The present study leads to new frontiers for
the understanding the interaction between focal adhesion kinase and the
inhibitors, which is related to the metastase, one o the main reason of death in

the world

Keywords: FAK, inhibitors, computational chemistry, cancer.



Sumario

INEFOTUGEO ..ttt 14
O QUE € CANCEI? eeiiiiiee ettt e e e e e ettt e e e e e e e e s s snnb b b e e eaeaaeeeanns 17
EStimulos ambientaiS........cooooiii e 18
As proteinas G acopladas e atransducao de SinaiS..........cccceceuvvvnnnnnnnnnnnns 19
Receptores TiroSina QUINASE ..... ... 19
L C=To g = L 20
AS proteinas qUINASES € 0 CANCET ......uiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 20
A proteina quinase de adesao fOCal .........oevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 22
A proteina quinase de adeséo focal e o desenvolvimento do céancer. ...... 24
Inibidores de tiroSiNa QUINASE......coiiiiiiiiieeeiiie et 25
Alguns inibidores da proteina quinase de adesao focal..............cccevvvunnnn.. 26
Farmaco 7-h-pirrolo-pirimidina........cccevvviiiiiiii e 26
O FAarmaco DasatinibDe ... 28
Bis ANilin0 Pirimidina .......ooooeiiiiiiii 29
Metanosulfonamida diaminopirimidina..........ccceevviiiiiiiieeee e, 30
Pirrolo 2,3 d tiazole ...coooeeeeeeeee 31
ICso Concentracdo de INIbICAO @ 50%0........cuuveiiieieiiieieiiice e 33
A quimica computacional e o estudo de alvos moleculares ...................... 33
Fundamentos da teoria QUANTICA ...........uceiiiiie i, 34



MELOAOS AD TNt conie e e 35

MEtod0osS SEMI-EMPITICOS ..ueeviiiiiiiiiiiiieie e 41
MECANICA MOIECUIAT ....cceiieeeee et 43
A aproximagao MP2 MOIIEr-PleSSet.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 45
Simulagao de SOIVENTES ........ooviiiiiiiie e 46
O MEt0dO ONIOM ... 48
TermodinAmica eStatiStiCaA ... ..uuuuuurrriiiiiiiiiiiiii e 50
A Din@dmica moleCuUlar..........oooouuiiiiiii e 52
Docking Molecular ... 53
Analise de CompoNentes PriNCIPaIS .......uuuuuuuuurmimniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiaees 54
(O o] =1 4 1Yo 1= TS 31
ProtoCol0oS ULIIZAOOS ......uuiiiiiii e 56
Metodologia 1 (Estudo dos inibidores pirrolo-pirimidinas)..................... 56
Protocolo 2 (Estudo da molécula Dasatinibe) .........ccccoovveeiiiiiiiiiiiieeeee, 60
Protocolo 3 (Estudo dos complexos bis-anilino-piriding)....................... 63
Protocolo 4 (Estudo do complexo 2-3-d-tiazole) ......cccceeveevvviieiiiiiiiieeeeee, 64

Protocolo 5 ( Estudo da interacdo da molécula de ATP com a proteina

A S TR ERPR R OOUPPPRRRPRN 65
ReSUItad0S € TiSCUSSA0 ... .uuuuuuiiiiiiiiiii s 67
Estrutura eletronica e atividade das moléculas pirrolo-pirimidina......... 69
Estrutura eletréonica e docking molecular da molécula dasatinibe ........ 83
Estrutura eletrénica e docking molecular da molécula sulfonamida..... 89



Estrutura eletrénica e docking molecular da molécula ATP.................. 92

Estrutura eletrénica do complexo bis-anilino-pirimidina........................ 96
Estrutura eletrénica da molécula pirrolo 2,3 d tiazole............................. 99
Andlise geral dos resultados obtidOS .........cccuvviviiiiiiiiiiiiis 102
(@0 8 o3 ¥ 170 == SRR 107
PEISPECTIVAS ... 110
B IOGI AT .. 111



Lista de Tabelas

Tabela 1: Volume Molecular dos inibidores da proteina FAK .................... 68
Tabela 2: LigacGes de hidrogénio realizadas entre os aminoacidos da
enzima FAK e as moléculas da classe pirrolopirimidina..........ccccccceeeeennns 69
Tabela 3: Energias de interacdo obtidas com diversos métodos e bases 77
Tabela 4: Resultados dos célculos de energia livre usando o método
B3lYP/6-31g para a interacao inibidor/aminoacidos do sitio ativo. ........... 80
Tabela 5: Contribuicdo entalpica e entropica para a formacgdo do
complexo inibidor/aminOACIdOS. ........cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 81
Tabela 6: Desvio de planaridade do farmaco dasatinibe utilizando
diferentes aproXimMaGCOES ......cceeiiiieiiiiiei et ee e e e e e e e e e e e e eeann s 85
Tabela 7: Distancias interatobmicas das ligacbes de hidrogénio
estabelecidas entre o farmaco dasatinibe e os aminoacidos listados...... 87
Tabela 8: Distancias de ligacdo entre o inibidor sulfonamida e os
aminoacidos da proteina quinase de adeséao focal.........ccccceevviieviiiiiiinnnnnnn. 91
Tabela 9: Distancias de ligacdes de hidrogénio realizada pela molécula de
ATP no sitio catalitico da proteina FAK. ... 94
Tabela 10: Aminoacidos da proteina quinase de adesdo focal que

interagem com a molécula bis-anilino-pirimidina. ............cccccoeeeeiiiieinninnnnn, 97

10


file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510986
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510987
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510987
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510988
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510989
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510989
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510990
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510990
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510991
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510991
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510992
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510992
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510993
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510993
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510994
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510994
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510995
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-endnote.docx%23_Toc369510995

Lista de Figuras

Figura 1. Modo de interagdo da enzima FAK com as demais proteinas

participantes do mecanismo de transducao de sinais ........ccccceeeveeeeeveeennes 23
Figura 2. Estrutura molecular de molécula 7-h-pirrolo-pirimidina............. 27
Figura 3. Estrutura molecular da molécula de dasatinibe. ......................... 29
Figura 4. Estrutura da molécula bis anilino pirimidina ............cccoccvieennee. 30
Figura 5. Exemplo de uma curva dose/resposta para um inibidor ........ Erro!

Indicador n&o definido.
Figura 6. Diagrama esquematico do método ONIOM para uma proteina. . 49

Figura 7. Inibidores selecionados para o estudo de docking molecular

com proteina quinase de adesao focal........ccccccceeeiii i 57
Figura 8. Geometria otimizada dos inibidores estudados. ...........cccceeeeee.. 67
Figura 9. Potencial eletrostatico calculado para os inibidores 1 e 16i. ..... 71

Figura 10. Orbitais de Fronteira calculados para a interacao entre os
aminoacidos do sitio catalitico da proteina FAK com o inibidor 7-h-pirrolo-
QLT 1Ko T = P UPPPRRTT 72
Figura 11. Orbitais de Fronteira calculados para a interacdo entre os
aminoacidos do sitio catalitico da proteina FAK com o inibidor 7-h-pirrolo-
[T 1 1o K1 = VOO UPPPPRRTPN 73
Figura 12. Orbitais de fronteira para inibidor 18i...............ccooviviiiiiiiiinneeeen. 73
Figura 13. Orbitais HOMO e LUMO para os inibidores 18i e 16i,

(15T oXTod A= T a 0= oL PSPPI 74

11


file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-print.docx%23_Toc371277099
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-print.docx%23_Toc371277099
file:///C:/Users/aline/Desktop/tese-doutorado-print.docx%23_Toc371277099

Figura 14. Disposic¢ao dos orbitais HOMO e LUMO para o inibidor 32...... 75
Figura 15. Potencial eletrostético gerado para a interacéo entre o inibidor
17i e os aminoacidos Lys454, Arg412 € CyS502......ccceevviiiiiiiiienieeeeiiiineee 76
Figura 16. Grafico de componentes principais para os inibidores da classe
PIrTOI0 PIHMIAING. .o 82
Figura 17. Droga dasatinibe ancorada ao sitio catalitico da proteina. ...... 84
Figura 18. Grupos quimicos que apresentaram rotacdo dos diedros
durante a din@mica molecular. ..........ccoooo i 86
Figura 19. Ligacéo de hidrogénio associada com a rotagédo do angulo
diedro do grupo hidroxila do farmaco dasatinib. .........ccccccceeiiiiiieiriiiiiinnnn. 86
Figura 20. Mapa de potencial eletrostatico obtido para o sitio da proteina
FAK com o farmaco dasatinibe obtido via a aproximacao PM6................. 88
Figura 21. Inibidor sulfonamida ancorado ao sitio catalitico da proteina
guinase de adesao fOCAl. ........ccoviiiiiiiiiii e 90
Figura 22. Orbitais de Fronteira para interacdo entre o inibidor
sulfonamida e o sitio catalitico da proteina quinase de adeséo focal....... 92
Figura 23. Interacdo da molécula de ATP com a proteina quinase de
AdESA0 TOCAI ..oiiiiiiiiiiiii 93
Figura 24. Orbitais de fronteira calculados para a interacdo da molécula
de ATP com o sitio da proteina FAK ..o 95
Figura 25. Potencial eletrostatico calculado para a molécula de ATP
interagindo com o sitio catalitico da proteina FAK. ..........cooiiiiiiiiiiiiiinennn, 96
Figura 26. Orbitais de fronteira da molécula bis anilino pirimidina........... 98
Figura 27. Potencial eletrostatico obtido para interacdo entre o farmaco

Dis-anilinO-PiriMIdiNG. .....oooiiiii e 99

12



Figura 28. Farmaco 2,3 d tiazole complexado ligando-se ao aminoacido

Figura 29. Orbitais de Fronteira para interacao entre o farmaco 2,3,d

tiazole e o sitio catalitico da proteina quinase de adesao focal............... 101

13



Lista de Abreviaturas e Acrébnimos

ALA - Alanina

ARG - Arginina

ASP - Aspartato

ATP — Adenosina Trisfosfato

CYS - Cisteina

DFT - Teoriado Funcional de Densidade
FAK - Focal Adhesion Kinase

GLU - Glutamina

HF — Hartre-Fock

ICs0 — Inibicdo da Concentracéao de 50%
LEU - Leucina

LYS - Lisina

MET - Metionina

MP2 — Método Pertubacional de Segunda Ordem

Oniom-Own-m-Layered-Integrated — Molecular Orbital and Molecular
Mechanics

PCA - Analise de Componentes Principais

PCM - Modelo Continuo

PHE - Fenilamina

QM/MM - guantum mechanics/molecular mechanics
RTK — Receptores Tirosina Quinase

SCF - Teoria do Campo Autoconsistente

SER - Serina



THR = Tirosina

UFF - Universal Force Field

15



Introducao

O estudo tedrico de inibidores da proteina quinase de adesdo focal
remete ao estudo de novas drogas contra o cancer. Essas drogas tém sido
utiizadas de modo diversificado no tratamento de tumores em estagio
avancado, tornando-se alternativas aos atuais tratamentos, como a
guimioterapia e a radioterapia. Inibir a atividade do processo bioquimico
conhecido como transdugdo de sinais € um pressuposto para construcdo de
novas moléculas, cuja funcdo € bloquear a atividade do ATP e
consequentemente a metastase. Nesse sentido, sera abordada nesse trabalho
uma definicdo gradual do céancer, iniciando-se com a definicho macroscoépica
em nivel de tecido, passando pelo nivel bioguimico e chegando a inibicdo em
nivel molecular, que é a conjectura para o entendimento de inibicdo da

metastase.
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O que é cancer?

O termo tumor (ou neoplasia) é usado para indicar um aumento de uma
parte ou totalidade de um tecido, podendo ser devido as chamadas neoplasias
malignas, o qual denominamos de cancer. Este € na realidade o termo usado
para um conjunto de mais de 100 doencas, nas quais as células se dividem
sem controle, sendo capazes de invadir outros tecidos *. O cancer néo é uma
Unica doenca, mas varias, cujas denominacfes estdo orientadas ao 6rgao ou
tecido lesado, como por exemplo, carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma e
melanoma e no sistema nervoso central. No organismo, as células crescem e
se dividlem de uma maneira controlada, criando assim novas células 2.
Chegando por fim a morte celular que pode ser classificada de acordo com
sua aparéncia, tal qual, apoptose, necrose, autofagica, ou associada com a
mitose 3. Estudos sobre a apoptose aumentaram bastante desde a década de
1990, com o prémio Nobel de medicina em 2002 para o trabalho que
identificava os genes relacionados ao controle da apoptose. A importancia dos
estudos de apoptose levou a criacdo de periodicos especializados nesse tema
tais como: Cell Death and Differentiation da Nature e a revista Apoptosis da
Springer, desde 1996. O cancer tem inicio nas células, quando alteracdes
genéticas levam o DNA dessas células a produzir mutacdes, as quais afetam
um amplo espectro de funcBes destas células, como proliferacdo, migracao,

diferenciacao e morte celular. As novas células formam um tumor que pode ser

benigno ou maligno, que no ultimo caso é denominado de cancer.
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A propagacéo do cancer para outros tecidos do corpo se da mediante a
chamada metéstase. A origem da metastase esta intimamente correlacionada a
reacdes bioquimicas que ocorrem dentro das células. Essas envolvem a
comunicacdo celular mediante a transducao de sinais, que ocorre quando um
sinal extracelular ativa uma proteina receptora presente na superficie das
células. A ativacdo se da pela mudanca conformacional da proteina receptora,
desencadeando dessa forma uma resposta fisica por parte da célula. Essas
respostas podem ser dadas na forma de multiplicacdo celular ou mesmo a
morte programada (apoptose).

Uma breve explanacdo acerca dos estimulos ambientais associado ao
processo de transducdo de sinais demonstrard como se inicia esse processo
bioquimico de transducédo de sinais. Em seguida serdo demonstrados os

caminhos ulteriores percorridos pela transducéo de sinais.

Estimulos ambientais

Héa varios modos de iniciar o processo de transducdo de sinais. Fétons
advindos do ambiente externo podem interagir com as células da retina do
olho, desencadeando respostas bioquimicas, cuja finalizacdo resultara na
formacdo das imagens que enxergamos. Esse processo € conhecido como
fototransducdo. Pode-se ainda ressaltar, a titulo de exemplo, a nossa
percepcdo acerca dos odores. Nesse mecanismo bioguimico, o estimulo
ambiental ocorre pela interacdo das moléculas odorantes com receptores no
epitélio nasal®. Essas realidades demonstram a vitalidade desse processo

bioquimico na percepc¢édo do mundo pelos seres vivos.
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De modo andlogo aos exemplos anteriores, porém essencialmente
deletério, verifica-se a existéncia de desordens transducionais propiciadas pelo
meio externo a célula e aos tecidos. Nesses processos, verifica-se uma
desordem no processo de transducdo de sinais, cujo resultado é conhecido
como cancer. Mutacdes no DNA, propiciadas pelos fétons ambientais,
alimentos e certos organismos como virus, tém sido correlacionadas com o
descontrole do mecanismo de comunicacéo celular 3.

O fendmeno de transducao de sinais envolve uma série de moléculas
bioquimicas cuja énfase se faz necessaria para o entendimento de processos

bioquimicos que propiciam a metastase.

As proteinas G acopladas e a transducéo de sinais

A sinalizacdo celular inicia-se com uma proteina do tipo G acoplada
inativa, que sdo proteinas transmembranares. Um ligante do meio exterior se
liga a proteina G, levando a mudancas conformacionais nessa molécula,
tornando-a ativa. Essas mudancas conformacionais propiciam a interacao das
proteinas G acopladas com outras moléculas °. O tempo total de atuac&o das

proteinas do tipo G é mediado pela interacdo molécula/receptor.

Receptores Tirosina Quinase

Receptores tirosina quinase (RTK) sdo proteinas transmembranares,
com um dominio quinase intracelular e extracelular, que se liga aos ions ou
moléculas especificas. Como exemplo podemos citar as proteinas de fator de
crescimento, capazes de estimular o crescimento celular, ou mesmo receptores

de insulina, que regulam o metabolismo de carboidratos e gorduras no corpo °.
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A fim de realizar a transducdo de sinais, as proteinas RTK precisam
formar dimeros na membrana plasmética. Esses dimeros séo estabilizados por
moléculas especificas que se ligam ao receptor ’. A interacdo dessas
proteinas, com o meio citoplasmatico, estimula a auto fosforilacdo de tirosinas
dentro do dominio das proteinas RTK, causando mudangas conformacionais.
Os receptores quinase sédo subsequentemente ativados, iniciando a cascata de

sinais, via fosforilagdo no citoplasma, que facilita varios processos celulares,

tais quais a diferenciacéo celular e o metabolismo °.

Integrinas

As integrinas sédo produzidas por grande variedade de células, cuja
funcdo é a adesao celular e a transducdo de sinais provenientes da matriz
extracelular. De forma analoga as RTKs, as integrinas sao ativadas via ligacéo
de moléculas especificas a sua cavidade catalitica, propiciando mudancas
conformacionais na estrutura proteica, cuja resposta € a inicializacdo da
transducdo de sinais. Essas proteinas tém sido correlacionadas com o

desenvolvimento da metastase.

As proteinas quinases e o cancer

As proteinas quinases sdo enzimas que catalisam as reacdes de
fosforilacdo entre proteinas. Essas entidades macromoleculares propiciam a
transferéncia de um grupo fosfato para os aminoacidos Thr e Ser.

O grupo de enzimas denominadas quinases constitui uma familia muito

8

numerosa de proteinas em eucariotos © e € 0 cerne da comunicacdo e

regulacdo intracelular. O mecanismo regulador envolve fenémenos variados,

20



gue vao desde a alteracdo de estruturas proteicas até o controle transcricional.
Por isso, um entendimento detalhado dessas enzimas, bem como dos seus
respectivos mecanismos de atuacéo, tem sido foco de constantes pesquisas
cientificas, principalmente na descoberta de novos farmacos °. A importancia
singular, desse ramo cientifico da bioquimica, ainda pode ser vislumbrada pela
existéncia de varias revistas cientificas, de alto impacto académico, dedicadas
ao processo de transducéo de sinais 1%,

A participacdo de proteinas quinases no desenvolvimento da metastase
esta bem estabelecida, pois verifica-se que essas enzimas se encontram
desreguladas em tumores, mantendo a fosforilacdo, que leva aos sinais de
transducdo a um estado permanentemente ativado *2.

Atualmente ha indmeros medicamentos antitumorais cuja atuacéo se da
em nivel do processo de transducdo de sinais. Dentre esses medicamentos
pode-se destacar o imatinibe (Gleevec)® que teve grande relevancia para o
tratamento da leucemia mieldide crénica. O imatinibe inibe especificamente a
enzima BCR-ABL, uma tirosina quinase que participa do processo de
transducdo de sinais, bem como no desenvolvimento de tumores 3. Esse
medicamento teve especial importancia no desenvolvimento de moléculas
inibidoras de quinase ***°.

Apesar da singularidade dessa molécula, cuja inibicdo se da em alvos
enzimaticos especificos, tem se verificado um aumento da resisténcia ao
tratamento com esse farmaco. Essa resisténcia se da através da aquisicdo de

mutacbes secundarias nas quinases, aumento do fluxo e metabolismo dos

farmacos, bem como a utilizacdo de vias oncogénicas distintas °. Diante dessa
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realidade, sdo propostos outros farmacos inibidores de proteinas quinases,

cuja inibicdo ocorre em diferentes tipos de enzimas *°.

A proteina quinase de adeséao focal

As enzimas quinases de adesdo focal (FAK) se localizam no meio
citoplasmatico, conectadas com as integrinas. O aumento da fosforilagcdo da
proteina FAK tem sido correlacionado com a interacdo das integrinas com a
fibronectina, que € uma proteina adesiva que ajuda as células a aderirem a
matriz celular *’.

A enzima FAK faz parte da familia dos receptores de tirosinas quinases.
Essa é encontrada em muitos tipos de tecidos e células e é conservada em
mamiferos bem como em eucariotos como as drosdfilas *®.

A estrutura da enzima FAK compreende um dominio catalitico, ao lado
de dominios ndo catalitico de terminais N-C, que sdo os atomos finalizadores
da cadeia polipeptidica *°. Possui uma massa de 125kDa e é encontrada no
citosol. Em geral, os membros dessa familia sdo ligados a glicoproteinas
transmembranares. In vitro verifica-se que os dominios N terminais se ligam as

subunidades das fintegrinas %

, embora essa interacdo in vivo ainda seja
desconhecida. O dominio N terminal, da enzima FAK, também regula a
interacdo com as proteinas de fator de crescimento epidérmicas, embora ainda
n&o seja claro onde ocorra essa interagéo .

A fosforilacdo da proteina FAK é uma reposta da interacéo das proteinas

integrinas com sinalizadores quimicos, cuja continuidade induz mudancas

conformacionais que promovem a interacdo com outras proteinas,
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prosseguindo dessa forma, o mecanismo de transducdo de sinais.

realidade & mais bem contemplada com o auxilio da Figura 1.
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dessa forma mais adesdes celulares %,

adesdo celular e sitios regulam o movimento celular %*.

Essa

Figura 1. Modo de interacdo da enzima FAK com as demais proteinas
participantes do mecanismo de transducao de sinais

Consideraveis evidéncias mostram que a proteina FAK esta intimamente
envolvida no processo de regulacdo da migracao celular. Quando se verifica a

deficiéncia da proteina FAK, as células se espalham mais lentamente, exibindo

Pode-se verificar, portanto que a enzima FAK € um componente crucial
na sinalizacao celular, ativando numerosos estimulos e biosensores integrados
com o controle da motilidade celular. Através das multiplas conexdes

moleculares, a enzima FAK pode influenciar o citoesqueleto, estruturas de
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A proteina quinase de adesao focal e o desenvolvimento do
cancer.

A enzima FAK €é uma importante mediadora nos processos de
proliferacdo celular, sobrevivéncia celular e migracdo celular. Dado que o
desenvolvimento de tumores malignos estd associado com a perturbacao
nesses processos, ndo € surpreendente o fato de que a atividade da proteina
FAK esteja alterada em células cancerigenas.

Modelos usando ratos tém mostrado que a FAK esta envolvida na
formacéo e progresséo de tumores. Outros estudos mostram ainda que a super
expressdo da FAK é observada em tumores malignos, tornando a FAK, dessa
forma, um alvo interessante no desenvolvimento de farmacos contra o cancer
25_

Estudos sobre a expressdo anormal da FAK demonstraram alteracdes
fenotipicas nas células, bem como em outras funcbes celulares. Em varios
tipos de tumores como os de tireoide, prostata, célon e ovario observa-se uma
expressado elevada da proteina FAK correlacionando-se ainda com o aumento

substancial da metastase 26 27 28 29 %0

. Em adicao, a FAK regula a formacéao do
tumor e a progressdo do mesmo >!. Nesse sentido, a inibicdo da proteina FAK
é evidenciada como uma nova estratégia para o tratamento do cancer %,

As proteinas quinases existem em duas conformacdes de equilibrio:
uma é ativa e a outra inativa *2. A ativacéo da FAK se da pela fosforilacdo de
aminoacidos no conhecido laco de ativacdo. Essa parte da proteina contém
trés residuos altamente conservados que formam o motivo DFG, que sé&o

curtas sequéncias de aminoacidos que se repetem em outras proteinas. A

conformacéao derivada da fosforilacdo do laco de ativacao € a estrutura da FAK
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ativada. A conformacdao ativa do padrdo DFG é muito similar entre as quinases.
Desse modo, muitos inibidores da proteina FAK sdo construidos a fim de inibir
a ativacdo da proteina FAK, via alvos moleculares no padrdo DFG. Essas
moléculas sao conhecidas como inibidores do tipo I. Inibidores dessa categoria
se ligam diretamente ao sitio de ligacdo do ATP, competindo diretamente com

0 mesmao.

Inibidores de tirosina quinase

Existem no mercado varios farmacos para o tratamento de tumores
especificos, cujo enfoque é a inibicdo de proteinas quinases. Dentre esses
podemos destacar a droga imatinibe, cujo desenvolvimento se deu para o
tratamento do cancer de mieloide, e inaugurou a era das drogas do tipo tinibes
33-

O exacerbado uso desse medicamento gerou a resisténcia por parte das
doencas trataveis, o que levou ao aparecimento de novas drogas no mercado.

Surgiram, dessa maneira, as drogas inibidoras de multiquinases. Dentre essas

34 35 3

podemos destacar o lapatinibe **, carnetinibe **, nilotinibe *® e o dasatinibe
conhecido como sprycel® *’.

A observacdo das estruturas moleculares desses farmacos revelam
estruturas farmocoféricas comuns entre eles. O carnetinibe e o lapatinibe
possuem nucleos quinazolinicos. Essas caracteristicas farmacoféricas em
comum foram inseridas, a fim de mimetizar o anel de adenina do substrato ATP
facilitando assim a ligacdo na regido de dobradura, conectando os dominios N

e C terminal do sitio catalitico *°.
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Geralmente os inibidores de proteina quinase competem pelo sitio da
ligacdo da molécula de ATP, possuindo aspectos terapéuticos garantidos,
podendo ser combinados com outros tipos de tratamento como aqueles
provenientes de fontes radioativas e aqueles de quimioterapicos 2.

Existem mais de noventa proteinas quinases, cujo modo de ativacdo se
da pela transferéncia de grupos fosfato, provenientes do seu sitio catalitico.
Observa-se desse modo que a topologia do sitio catalitico nessas enzimas é
bastante similar, porém altamente seletiva, constituindo, desse modo, um

desafio & construcédo de moléculas que inibam a atividade dessas enzimas *° *°

41
Para a molécula de ATP sao observadas ligacdes com o sitio atravées

dos aminoacidos Asp381, Phe382 e Gly383.

Alguns inibidores da proteina quinase de adeséo focal

Como seria demasiado longo trabalhar atomisticamente com todos os
inibidores da proteina quinase de adesado focal, podendo dizer que é nao
tratavel nas condi¢cBes atuais, restringir-se-a este trabalho a algumas moléculas

de aplicabilidade mais recente na industria farmacéutica.

Farmaco 7-h-pirrolo-pirimidina

A molécula 7-h-pirrolopirimidina, produzida pela industria Astrazeneca,
tem sido correlacionada com a inibicdo da proteina FAK. Estudos em ratos,
utilizando células de melanoma humano, mostraram que o bloqueio da

atividade da enzima FAK propicia a inibicdo do crescimento de tumores
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primarios e virtualmente eliminam a metastase **. Por conseguinte, o farmaco
da classe 7-h-pirrolopirimidina atua como uma importante regra no tratamento
desses tipos de canceres. A estrutura molecular dessa droga € mostrada na

Figura 2:
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Figura 2. Estrutura molecular de molécula 7-h-pirrolo-pirimidina

Nesse trabalho foram escolhidas as drogas da classe 7-h-pirropirimidina

sintetizadas por Choi e colaboradores *

, Ccuja diferenciacdo se da pelo
acréscimo do grupo carboxilato em diferentes posi¢cdes no anel piridinico.
Nesse artigo, essas drogas foram denominadas utilizando a mesma notacéo do
autor, 1, 16i, 18i, 17g, 17h, 17i e 32*2. A disposicéo do grupo carboxilato em
diferentes substituicbes no anel piridinico, associada com o computo do ICs
para cada droga, foi associada nesse trabalho com a energia de interacao.

Esse estudo teve o intuito de estabelecer uma possivel relacdo entre energia

de interac&o inibidor/sitio com o ICso, seguindo trabalho estudos da literatura *.
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Para estes inibidores procedeu-se ainda estudos estatisticos, cujo
resultado propicia 0 agrupamento desses farmacos de acordo com suas

atividades.

O Farmaco Dasatinib

Dasatinibe é uma droga produzida pela industria farmacéutica Bristol-
Myers Squibb®, a qual é utilizada para o tratamento do cancer de mieldide e
préstata. A venda dessa droga se da sobre o nome de Sprycel. Essa molécula
tem conhecida atividade inibitoria de receptores tirosina quinase. De modo

especifico, esta correlacionada com inibicdo das enzimas BCR/ABL, Src e c-Kit.

O farmaco Dasatinibe foi escolhido pois apresenta também atividade
inibitéria para a proteina FAK “**. Portanto, o uso dessa droga poderia se
estender ao tratamento de outros tipos de cancer, tais quais os relacionados ao

4445 A estrutura do farmaco

pulméo, esb6fago, tiredide, mama entre outros
dasatinibe pode ser vislumbrada na Figura 3. Nesse trabalho, a droga dasatinib
foi ancorada ao sitio catalitico da proteina quinase de adesao focal, com o
intuito de estabelecer quais aminoacidos poderiam interagir com essa
molécula, no sitio catalitico. A fim de auxiliar na busca de uma conformacéo de
equilibrio para o complexo inibidor/proteina, foram empregados métodos
guanticos semi-empiricos para a otimizacdo do complexo molecular. Uma
dindmica molecular foi ainda empregada para a busca de possiveis ligacfes
fora do equilibrio. Calculos de propriedades eletrénicas foram usados para

corroborar esses resultados, que podem ser comparados com aqueles das

drogas da classe pirropirimidina.
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Figura 3. Estrutura molecular da molécula de dasatinibe.

Bis Anilino Pirimidina

O farmaco da classe bis anilino pirimidina “° inibe a autofosforilagéo da
matriz celular induzida, pela proteina quinase de adesdo focal. Essa droga
retarda o crescimento de células tumorais, atenua a progressao do ciclo celular
e, ainda, inibe a invasao da célula tumoral, em pelo menos 50%. Pode ser
utilizado no tratamento de tumores de mama e de pulméo. A estrutura dessa
droga pode ser visualizada na Figura 4. Esta droga apresenta um padréo
molecular semelhante a dasatinib, portanto também foi selecionada para o

calculo de estrutura e atividade.
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Figura 4. Estrutura da molécula bis anilino pirimidina

Neste trabalho foram realizados calculos de estrutura eletronica para
essa droga ancorada ao sitio catalitico, na intencdo de determinar possiveis
interacbes com aminoacidos encontrados em outras classes de drogas como

aquelas provenientes da estrutura da 7-h-pirrolopirimidina.

Metanosulfonamida diaminopirimidina

A molécula da classe metanosulfonamida diaminopirimidina ** é um

potente inibidor competitivo da molécula de ATP, apresentando inibicao robusta
da proteina quinase de adesao focal em ensaios celulares. Tem aplicacdées no

tratamento de cancer de cdolon e pulméo.

No presente trabalho, a droga metanosulfonamida foi estudada ancorada
ao sitio catalitico da proteina FAK, empregando-se célculos de estrutura
eletrbnica que pudessem determinar interagcdes com aminoacidos especificos
presentes no sitio catalitico. A realizacdo desses calculos teve o intuito de
verificar interacbes dessa droga com aminoacidos presentes em outros

inibidores da FAK.
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Pirrolo 2,3 d tiazole

O composto 2,3 d tiazole é capaz de induzir a morte programada das
células em diferentes linhas de células antitumorais “®. A droga foi estudada
nesse trabalho ancorada ao sitio catalitico da proteina FAK, empregando-se
calculos de estrutura eletrbnica para encontrar geometrias de equilibrio. Esse
estudo teve o objetivo de confrontar as interacdes presentes no complexo

droga/enzima com interacfes presentes em outros inibidores da proteina FAK.

ICso Concentracéo de Inibicdo a 50%

O ICsp sera utilizado ao longo deste estudo como uma base para acessar
a informacéo de atividade da droga. Esta € uma medida de efetividade de um
composto na inibicdo de atividades bioldgicas ou bioquimicas. Essa medida
guantitativa indica quanto de uma droga ou substancia particular é necessario
para inibir uma resposta bioquimica pela metade. Em outras palavras, € a
metade de maxima inibicdo de uma substancia. Essa medida experimental é
utilizada como medida do potencial de drogas na pesquisa farmacologica. O
ICs0 de uma droga pode ser determinado construindo-se a curva dose-resposta,
e verificando o efeito de diferentes concentracdes do antagonista invertendo a

atividade do agonista, conforme o grafico ilustrativo presente na Figura 5.
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Figura 5. Exemplo de uma curva dose/resposta para um inibidor

Os valores de ICs5y sdo dependentes das condigcbes nos quais eles séo
aferidos. Além disso, dependendo do tipo de inibicdo, outros fatores podem
influenciar os valores de ICso. Para enzimas dependentes de ATP, os valores
de ICso tem interdependéncia com a concentracao de ATP, principalmente se a
inibicdo deles & competitiva. O ICso pode der usado para comparar o potencial

de dois ou mais antagonistas.

Objetivos

Objetivo Geral

Esse trabalho tem como objetivo correlacionar as propriedades
biologicas dos inibidores da proteina quinase de adesdo com determinadas
propriedades eletrdnicas, procurando-se estabelecer padrdes que ajudem na

construcdo de novas moléculas inibidores da enzima FAK.
Objetivos especificos

a) Comparacao da atividade biolégicas (ICso) dos inibidores da classe
pirrolopirimidina com propriedades eletrénicas derivadas de calculos de

estrutura eletrénica.
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b) Estudo da interacdo farmaco/receptor para a droga dasatinib, com
consequente obtencdo de propriedades quimicas e eletrbnicas via calculos de

estrutura eletrénica.

c) Estudo tedrico do ATP, da droga sulfonamida, anilinopirimidina, e
tiazole com o intuito de obter uma descricdo quimica e eletronica da interacao

farmaco receptor.

d) Inferir caracteristicas quimicas e eletrdnicas comuns, que tornam o0s
inibidores estudados em potenciais drogas para o combate do cancer,
auxiliando dessa forma na construcao de novas drogas com maior potencial de

inibicdo para a enzima quinase de adeséo focal.

Fundamentacao Teorica

A quimica computacional e o estudo de alvos moleculares

As proteinas possuem alta especializacdo em relacdo as reacdes que
catalisam, bem como na interacdo com o0 substrato que interage com o seu
sitio catalitico. Nesse sentido, os inibidores devem possuir geometria
complementar ao do sitio catalitico das enzimas, de modo a propiciar um dos
requisitos que € a interacdo farmaco-receptor com menor energia livre possivel,
podendo estar associada ainda a ganhos entrépicos pela desordem de aguas
de solvatacdo. Esse tipo de interacdo € analisado mediante a técnica de
docking molecular, que é uma técnica computacional que prediz a melhor

orientacdo da droga em relagdo ao sitio catalitico da enzima estudada *°. A
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interagdo da molécula alvo com o sitio catalitico da enzima pode ser utilizada

na predicao da afinidade e a atividade da droga.

O uso da técnica de docking molecular requer conhecimento da
estrutura eletrénica de atomos e moléculas, cujas orientacdes e disposi¢cdes no
espaco sdo descritas pela mecanica classica. Nesse sentido, serdo avaliados
alguns conceitos e metodologias essenciais para o célculo de estruturas
eletrbnicas que figuram em uma importante regra na obtencdo das
propriedades de atomos e moléculas. Esses métodos diferem essencialmente
na exatidao da obtencéo de certas propriedades, estabelecendo uma relacao
inversamente proporcional com o custo computacional exigido para a obtencao

dessas propriedades.

Fundamentos da teoria quantica

A fim de descrever sistemas microscopicos, faz-se 0 uso da mecanica
guantica. Essa ciéncia foi erguida sobre as controvérsias experimentais do
inicio do século XX, cujos resultados divergiam inesperadamente dos
resultados previstos pela mecanica classica. Dentre esses, merece destaque o
experimento da radiacdo do corpo negro, que € aquele que absorve toda
radiacdo eletromagnética. Muitos estudiosos tentaram conciliar o conceito do
corpo negro com a distribuicdo de energia prevista pela termodinamica, porém
essas explicacdes resultaram em divergéncias como a conhecida catastrofe do
ultravioleta. Planck sanou o problema em 1901, ao introduzir a constante de
Planck como mero recurso matematico, bem como introduziu a quantizacéo de

energia. Essa ideia inicial levaria aos fundamentos da mecanica quantica. De
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Broglie demonstrou mais tarde que a matéria se comporta como onda e
particula baseando-se no conceito de quanta desenvolvido por Planck na
radiacdo do corpo negro e por Einstein no experimento do efeito fotoelétrico.
Em 1927 Werner Heisenberg, trabalhando com variaveis observaveis, enuncia
o Principio da Incerteza. Existe uma incerteza na determinacdo do momento da
particula quando se determina a posicdo da mesma. Baseado em tais
realidades, foi desenvolvido o conceito de fungdo de onda W, cuja aplicagéo de
um operador retorna uma propriedade observavel. O quadrado dessa funcédo
de onda é a probabilidade de encontrar a particula em um elemento diferencial

de espaco.

Métodos Ab initio

Os métodos ab initio sdo aqueles cuja obtencdo das propriedades
eletrbnicas de atomos e moléculas, é feita a partir das equagdes da mecanica
quantica *°. A implementacédo da mecanica quantica para atomos e moléculas

se da pela resolucéo da equacgéo de Schréndinger.

Hy (R,r)=Ew(R,r) (1)

onde R e r representam as coordenadas nucleares e eletrbnicas do sistema

molecular, respectivamente.

A energia do sistema é obtida através da solu¢do da Equacao 1, com a

atuacao do operador hamiltoniano descrito pela Equacéo 2 sobre a funcéo de
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onda ( em unidades atbmicas). O hamiltoniano (Equacdo 2) descreve uma

molécula constituida por elétrons e nucleos.

=y L oy, vl _vyia 1 Zals
SR Y VR I ARRD D +sz:rJ+ZZR

i iA i ii A B>A AB (2)

Nessa equacdo, 0 primeiro termo representa a energia cinética dos
elétrons, o segundo termo diz respeito a energia cinética dos nucleos. O
terceiro termo representa a interacéo entre nucleos e elétrons. O quarto termo

denota a interagdo dos elétrons. O quinto termo € a interacdo entre 0s nucleos.

A Equacdo 1, com o hamiltoniano dado pela Equacdo 2, ndo tem
solucdo analitica para sistemas de muitos corpos, tanto analiticamente quanto

computacionalmente. Dessa forma, aproximacdes se fazem necessarias.

Em 1926, Max Born e Robert Oppenheimer propuseram uma
aproximacdo para equacdo de Schrodinger para o movimento dos nudcleos.
Usando a expansdo adiabatica descrita pela equacdo 3 na equacaol, é
possivel desacoplar a equacdo de Schrodinger em duas outras: Uma
eletrbnica e outra nuclear. Esta aproximacao € conhecida como aproximacgao

de Born-Oppenheimer.
W(R,N=Qnucieos (R)Feistrons( R,r) (©))

A equacdo eletrbnica ird assumir uma dependéncia paramétrica em relacdo a
posicdo do nucleo. Pode-se agora resolver a equacao eletronica e nuclear

separadamente.
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Uma segunda aproximacdo remete ao problema de muitos corpos
presente nos problemas de quimica quantica desde o advento dessa ciéncia na
segunda década do século XX **. Para sistemas multieletronicos a solugéo das
integrais de interacdo entre dois ou mais elétrons € o problema de interagédo
entre muitos corpos. Essa dificuldade fisica é o gargalo temporal dos calculos
computacionais de quimica quéantica, cujas aproximacdes para contornar essa
realidade vao caracterizar o surgimento de multiplos métodos de quimica

computacional.

Os cientistas Hartree e Fock propuseram um meétodo alternativo para
tratar o problema de interagdo entre muitos elétrons. Nesse metodo, cada
elétron interage com o campo medio gerado pelos demais elétrons (Hartree),
seguido da antissimetrizacdo (Fock). Essa metodologia negligencia o efeito de

correlacdo que existe na interacéo entre dois elétrons.

Outro método que se vale de aproximacdes para contornar o problema
de correlacao eletronica € o método DFT (Density Functional Theory). A teoria
do funcional de densidade é uma alternativa aos calculos de estruturas
eletrébnicas. Essa metodologia propicia um ganho de tempo computacional e
uma reducdo do uso de memoria na execucdo de calculos de estruturas

eletrbnicas.

Diferente das metodologias provenientes do método Hartree-Fock-
Roothaan e pos-Hartree-Fock, o método DFT usa a densidade eletrdnica como
entidade mecéanico-quantico em vez da funcdo de onda presente nos outros
métodos de calculo de estrutura eletrénica. A teoria do DFT foi inicialmente

desenvolvida por P. Hohenberg e W. Kohn. A partir desse estudo foram
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desenvolvidas equacdes auto-consistentes para o tratamento do efeito de troca
e correlacdo *°. De modo geral, o método DFT é regido por dois postulados

essenciais:

1) A funcdo de onda do estado fundamental, e dai todas as
propriedades desse estado s&o funcionais da densidade eletronica.
2) A energia do estado fundamental de um sistema multieletronico

sob um potencial elétrico V(r), pode ser escrita como:

E[p(N]= Jv(Nendr+F(p)

Onde F é o funcional universal de p que independe de v(r).

Um problema inerente a equacao (4) € a obtencdo da funcéo analitica
gue represente p. Essa representacao é geralmente derivada de um calculo do
tipo HF (Hartree-Fock) através de um método auto-consistente de modo que a

funcdo de onda esteja no minimo de energia.

Para se iniciar um calculo do tipo DFT, procede-se a escolha das bases
atdbmicas, para construcdo dos orbitais moleculares de acordo com a Equacéo

5.

O, = i CouiZa
« (5)

A aplicacdo do método variacional conduz a equacéao matricial (6)
hKSC = SCE (6)
onde
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Nessa equacdo h é o operador hamiltoniano para a teoria do funcional de
densidade, e S é a integral de sobreposi¢cao dos orbitais atdmicos. O operador
h contém a energia cinética dos elétrons, a interacdo nucleo-elétron, interacéo
elétron-elétron e o conhecido potencial de troca. A resolucdo da equacéo
matricial € analoga aquela aplicada a matriz de Fock. Temos ainda que a
resolucdo das partes que correspondem a energia cinética eletronica e a
interacdo de Coulomb sédo idénticas aos dos elementos da matriz de Fock.
Todavia, o termo de troca e correlacdo é dado em termos da densidade
eletrbnica, podendo envolver a derivada da densidade eletrbnica como

mostrado na equacéo 7.

J2. 0V, o).V e ky(ryar

: V : ~ L , ~
O funcional "*depende da integracdo de variaveis implicitas via obtencdo da
densidade eletronica. Essas integrais geralmente ndo podem ser calculadas

analiticamente, mas precisam ser geradas por uma integracao numerica.
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[ 2tV B0, Vio(r) 2, (ndr = 3V, (), Va(r) 4, (6) 2, (1) VY,
= (®)

Como o numero de pontos da malha vai para o infinito, a aproximagéo se torna
exata. No ambiente computacional o nimero de pontos da malha vai depender

da precisédo que se almeja no resultado final.

Metodologias para aresolucédo da equacao de energia no

método DFT

Uma das diferencas do método DFT em relagéo aos demais métodos ab
initio € o uso de funcdes matematicas para representar 0s termos que

compdem o funcional de energia. A partir da equacdo 5 pode-se descrever o
funcional F(p) pela soma dos funcionais de energia cinética T(p) e de

repulséo eletronica V(p ), assim a energia eletrénica se torna:

B, (P) =T(p)+ [p(rv(n)dr +V,,

A descricdo de cada termo do funcional energia denotara uma
metodologia diferente para a obtencdo das propriedades eletrbnicas na teoria

do DFT.

Nesse trabalho serd utilizada a aproximacdo GGA (Generalized
Gradient Approximation) para a correcdo do termo de troca e correlacdo devido

a repulsdo eletronica *3. A energia de correlacéo ird depender ndo somente de
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densidade eletrbnica, mas também da derivada da densidade. Esse método
apresenta ainda tratamento exato para energia cinética com uma descri¢cao

simples para o termo de troca e correlacdo dada pela equacao (9).

e tpl=—2( 2] [ F(s)r

(10)

Onde s éigual

o Vo)
2K, p(1)

Métodos Semi-Empiricos

Os calculos de estrutura eletrénica que fazem o uso da teoria do DFT
ainda sdo excessivamente complexos para serem aplicados a moléculas
biolégicas como proteinas. Dessa forma, novas aproximacdes sdo necessarias
para tornar os métodos de mecanica quantica aplicaveis ao estudo de
estruturas de macromoléculas biolégicas. Por conseguinte, € recorrente 0 uso
dos métodos semi-empiricos, 0s quais utilizam dados experimentais para
simplificar o calculo de integrais de dois elétrons, diminuindo substancialmente
0 tempo computacional para o calculo de estruturas eletrénicas.

Porém, esses calculos, apesar de serem mais robustos que aqueles
ditos ab initio, apresentam dificuldades quanto ao tempo computacional quando

aplicados a maior numero de &atomos, pois apresentam escalonamento
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quadrético quanto ao uso da memodria devido a diagonalizagdo da matriz de

Fock.

Com efeito, atualmente estdo sendo desenvolvidos algoritmos de
escalonamento linear para contornar o problema de diagonalizagdo da matriz
de Fock. No presente trabalho, sera utilizado o método de escalonamento
linear desenvolvido por Stewart >*. Este método de escalonamento, proposto
por Stewart e colaboradores, aplica as rotacdes de Jacobi ao bloco ocupado
virtual da matriz de Fock em orbitais moleculares localizados. Esses tipos de
orbitais moleculares séo limitados a uma regido especifica da molécula a

exemplo de ligagOes especificas, ou um par de elétrons isolados.

Orbitais moleculares localizados (LMO) sao obtidos pela transformacéo
unitaria sobre um conjunto de orbitais moleculares candnicos . A
transformacdo geralmente envolve a otimizacdo do valor esperado de um

determinado operador. De modo genérico, a forma do operador de localizacao
L pode ser escrito como (equacéo 11):

(€)= 2, (el

(11)
Onde 2 é o orbital molecular espacial.

A qualidade dos resultados de calculos de estrutura eletrénica que
fazem uso dos métodos semi-empiricos, dependerd da escolha de uma
aproximacdo que possa descrever de forma acurada as propriedades das
macromoléculas biologicas. Neste trabalho, sera utilizada a aproximacao PM6,

AM1, MNDO, PM3 presentes no programa Cache *° e Gaussian. Cada uma
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dessas aproximagbes semi-empiricas apresenta tratamentos distintos na
parametrizacdo e funcdes usadas para substituir as integrais. No método
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap), tem-se o negligenciamento da
integral diatbmica de sobreposi¢cdo. O método PM3 (Parameterized Mode) e o
AM1 (Austin Model) usam a mesma aproximacdo que o método MNDO, o
diferencial reside nas parametrizacdes e nas funcdes para representar a
repulsdo dos elétrons do caroco, que foram corrigidas devido aos erros em
sistemas com ponte de hidrogénio. No método PM3 sdo usadas duas
gaussianas, enquanto no método AM1 usa-se de trés a quatro funcbes
gaussianas por elemento. Outra diferenca substancial reside na abordagem
filosofica dos métodos. Enquanto no método AM1 existem parametros
oriundos de dados experimentais, no método PM3 esses foram reotimizados.
O método PM6 incorpora a filosofia do método PM3, porém com a

parametrizacdo para mais de 70 atomos, melhorias nos mesmos.

Mecanica Molecular

Os métodos semi-empiricos tém conquistado um espaco
relevante no calculo de estruturas moleculares com grande namero de atomos.
Entretanto, tais métodos ainda séo limitados quando o sistema molecular &
excessivamente grande ou demanda uma evolucdo temporal do sistema, com
0 uso da dinamica molecular. A fim de contornar essa problematica, tem-se
utilizado a mecéanica molecular para calculos de estruturas moleculares com

milhares e até milhdes de atomos.
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A mecéanica molecular é um método de quimica computacional
que se vale das leis classicas da fisica propostas por Robert Hooke. Nessa
metodologia, a descricdo da ligacdo quimica é feita através do uso de fungdes
harmoénicas. Tais funcdes sdo parametrizadas por métodos quanticos a fim de
representar o comportamento da molécula. Calculos que se valem dessa
aproximacgdo, apresentam escalonamento linear no tempo de calculo

computacional.

A esséncia da mecéanica molecular é a construgdo de um campo
de forgca classico, atraves do somatorio de diversas fungbes harmonicas e
termos de interagéo de van der Walls e eletrostaticos. De modo mais particular,
deve-se realizar o somatério de funcdes que representem o estiramento das
ligacdes quimicas, a deformagéo angular, a deformagéo de diedros, bem como
componentes que representem a interagdo entre os atomos. Nesse caso,
constroem-se funcdes que envolvem o potencial eletrostatico e interaces de
curto e longo alcance. Em geral, pode-se representar um campo de forca da

seguinte forma:

v(ir')= ) %KB(l-lo)% Y 1Ka(a-eo)2+ Y. %VN[1+(cosrya)—;/)]

LIGAGOES ANGULOS TORSOES
N N 12 6
- I I q.q;
0i 0i i
+ E E €, 0 2 -2 0 .|_—J
iLi=j+ T T Angl;

(12)

O primeiro termo descreve o estiramento das ligacdes quimicas, o

segundo a deformacdo angular, o terceiro os angulos diedros, o quarto o
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potencial de Lernad Jones e o0 quinto a interacdo eletrostatica existente entre

as moléculas.

A aproximacao MP2 Moller-Plesset

A aplicabilidade dos métodos de quimica computacional em moléculas
biolégicas ndo se restringe a sistemas moleculares com milhares de atomos,
mas também se d4 em sistemas com pouco mais de cem atomos. Nessa
situacdo, métodos mais refinados de célculo séo utlizados para estimar
propriedades que sédo dependentes do efeito de correlacdo eletrénica.

Um dos varios métodos que consideram o efeito de correlagéo
eletrdnica é o método MP2 ( Moller-Plesset Theory) *®. Assim, os efeitos de
correlacdo eletrbnica sao adicionados através da teoria de perturbacdo de
Rayleigh—Schrddinger. Nessa aproximacgao, adiciona-se uma perturbacdo ao
operador Hamiltoniano, cuja simulacdo € conhecida, para simular a correlacéo
eletrbnica, como pode ser visto na Equacéao 13.

I:I=I:IO+/1\7

(13)

Nesta equacdo o Hp € o operador ndo perturbado e Vé uma perturbacao
externa corrigida pelo parametro oA energia e a funcdo de onda séo

perturbadas pela expansao em série em torno de A, segundo a equacao 14:
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y=lm . > Ty
i=0

E=lm,,, > AEO

=0 (14)

A substituicdo dessas séries na equacdo de Schréndinger, independente

do tempo, nos da uma nova equacéo.

n n n
i 7 b )y — e () b, (1)
(Ho +AV)(Q_ Ay ") = Q_AED)(Q_ Aw™)
i=0 i=0 i=0 (15)
Igualando os termos de perturbacéo 2 nessa equacao, obtém-se a ordem de
perturbacdo. Nesse trabalho, sera utilizado a perturbacdo de ordem 2 para

calcular as propriedades eletrénicas dos sistemas biolégicos em estudo, para

incluir a correlacéo no calculo da energia de interacao farmaco/receptor.

Simulacéo de Solventes

Foram apresentados diversos métodos de quimica computacional que
permitem estimar as propriedades de estruturas eletrénicas. Nestes, o calculo
guantico é feito considerando que a molécula ou 0 atomo esteja no vacuo.

Todavia, esse ambiente € bastante diferenciado dos ambientes bioldgicos, os
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quais estao essencialmente solvatados por moléculas de 4gua. Dessa maneira,

surge a necessidade de simular solventes em célculos de estrutura eletrdnica.

Existem basicamente duas formas de simular solventes em célculos de
estrutura eletrénica. A primeira faz o uso da adicdo de aguas explicitas no
sistema molecular em estudo. Sao adicionadas geralmente condi¢cdes de
contorno, que sdo moléculas de aguas envoltas por uma caixa de dimensdes
compativeis com o sistema de interesse, que ajudardo a aproximar o problema
do meio biolégico. A segunda maneira é a simulagdo implicita do solvente, os
guais usam modelos tedricos para simular um meio continuo que leva em conta
a constante dielétrica do solvente, com o soluto considerado numa cavidade. A
definicdo dessa cavidade é o que fundamentalmente difere os varios metodos.
A inclusdo de um solvente explicito é a aproximacdo mais proxima de um
sistema biologico, porém demandara maior tempo computacional de calculo,
pois se estara adicionando mais atomos e moléculas ao sistema molecular. A
utilizacdo de meios continuos uma alternativa computacionalmente mais
exequivel e serve para estimar propriedades como a energia livre do complexo

inibidor/receptor >°°°.

Um dos modelos mais simples para a simulagcéo de solvente implicito é o
COSMOS (Conductor-like-Screening Model), que € um método de célculo

utilizado para estimar a interacao eletrostatica entre o soluto e o solvente.

Nessa metodologia, o0 solvente é tratado como um continuo com
permissividade & . Deste modo, aproxima-se o solvente por um continuo

61

dielétrico fora da cavidade molecular Com este método é utilizada a

equacao (16) de Poisson para descrever o meio continuo.
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vig(r) =D

g8, (16)

onde P representa a densidade eletronica do soluto, V2¢(r) gradiente do

potencial eletrostatico e ¢, € o fator de permissividade.

Porém os métodos que usam dessa aproximacao podem dissimular
alguns resultados nos calculos teéricos que envolvem a interacdo de
moléculas, pois a contribuicdo termodinamica para a formacdo de interacdes
guimicas pode estar associada ao aumento entropico de aguas explicitas. Além
disso, ha a dificuldade da construcdo do grid, que denotara a area de influéncia
do solvente sobre o soluto trabalhado. Dessa forma 0 uso dessa aproximacao
requer prévios estudos com o objetivo de adequar uma boa proposta de

simulacao para o sistema.

O método ONIOM

A combinacdo de aproximacdes classicas com aproximacdes quanticas
€ uma alternativa para moléculas com elevado numero de elétrons, cuja
esséncia catalitica esteja restrita a uma parte do sistema molecular. Dentro
dessa perspectiva, os métodos de calculo de estrutura eletrénica podem ser
utilizados para a descricdo do sitio catalitico da proteina, e os métodos
classicos provenientes de campos de forc¢a, séo utilizados para tratar o resto da

proteina.
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O método ONIOM (Our own n-layered Integrated Molecular Orbital
and Molecular Mechanics) ® é um método que permite tratar o sistema em até
3 camadas, atribuindo a cada camada um grau de acuracia nos célculos de
modelagem molecular. Segundo essa metodologia, qualquer sistema molecular
pode ser separado em diferentes niveis ligados de acordo com uma ordem preé-
estabelecida para o tratamento do problema. Portanto o primeiro problema
tratado para usar o ONIOM ¢é a particdo/corte do sistema, principalmente para
ligacbes covalentes, onde uma particdo deve ser bem analisada. Ao integrar 0os
resultados obtidos nas diferentes camadas, obtém-se uma extrapolacao
chegando-se a valores mais acurados sobre todo o sistema molecular
estudado ®. Quando dois métodos sdo combinados na metodologia ONIOM,

segue o modelo apresentado na Figura 6:

.7, sistema real nivel baixo

sistema pequeno
nivel alto

Figura 6: Diagrama esquemaéatico do método ONIOM para uma proteina.

A equacdo para a energia final do sistema contendo duas camadas pode

ser descrita como:
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E= EH,S mod el +EL,reaI_EL,S mod el (17)

Onde H (high) e L (Low) dizem respeito aos niveis de teoria alto e baixo de
aproximacao respectivamente, enquanto Smodel (small) e Real referem-se ao
tamanho do sistema, pequeno e “real” respectivamente. Aqui € importante frizar
gue a palavra real ndo deve ser entendida na sua definicdo, mas sim dentro de
um modelo, a parte indicada como real seria todo o modelo, enquanto que a

parte pequena é apenas uma parte do modelo.

Termodinamica estatistica

Os programas de quimica computacional se valem da termodinamica
estatistica para a computacdo de propriedades termoquimicas de sistemas
moleculares. O ponto de partida da termodinadmica estatistica é a construcao
da funcdo de particdo, que é uma grandeza que descreve as propriedades

estatisticas de um sistema em equilibrio termodinamico.

Existem varios tipos de funcdo de particdo, as quais correspondem a
diferentes ensembles. A funcéo de particdo canbnica, por exemplo, aplica-se
ao ensemble candnico, que é um sistema que permite troca de calor com o
ambiente, mantendo-se a temperatura, o volume e o numero de particulas fixas
(NVT). Matematicamente a funcdo de particdo canbnica pode ser descrita

como:

_ —PE;
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Onde E € a energia total do sistema quando estd no microestado j e pé a

temperatura inversa definida como:

1

Onde kg é a constante de Boltzmann.

Para os sistemas moleculares, existem contribuicbes na funcdo da
particdo originadas dos movimentos rotacionais, translacionais, vibracionais e
eletrbnica. A soma dessas contribuicdes podera ser computada na funcao de
particdo total, podendo-se derivar algumas fungdes béasicas da termodinamica,
tais quais a energia (Equacao 20), capacidade calorifica (Equacédo 21), entropia

(Equacéo 22), e energia de Helmholtz (Equacao 23).

oinz

B)--;

(20)

CV:a<E>: 12<6E2>
oT kT @)

S =Ky (In Z + B(E)) :%(kB nZz)

(22)

A=(E)-TS = —kyTINZ
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A Dinamica molecular

A dindmica molecular € uma técnica muito utilizada para o estudo de
macromoléculas biolégicas ** ®° ® ® bem como no desenho e planejamento de

novas drogas ®® .

A dindmica molecular é uma técnica que propicia a evolug¢édo temporal do
sistema microscépico via a integracéo das equacdes de Newton ‘© ¢ 71 68 64

passo a passo no tempo. Essas equacdes séo descritas abaixo.

Fi (t) = Mg
oV ()
or,

RO =-

Onde F; é a forca que atua sobre cada particula em um instante de
tempo t, a; € a aceleracdo do atomo i de massa m; A funcdo V é um campo de
forca classico como aquele definido na Equacédo 12. Para calcular a forga,
calcula-se a derivada da energia em relagcdo as posicfes dos atomos do
sistema molecular. O calculo da forca gera automaticamente a aceleracdo. A
partir desta, pode se obter a integracdo das equacfes do movimento e
consequentemente a velocidade, cuja integracdo propicia a mudanca de
posicdo dos atomos. Com as novas posicdes atdbmicas, calcula-se a energia
cinética e potencial do sistema molecular em estudo. Aplicando-se esse
procedimento gera-se uma trajetdria, que nada mais € que 0 conjunto de

posicdes e velocidades dos atomos em cada tempo.

A integracdo das equacdes do movimento é feita via algoritmos

baseados nos métodos da diferencas finitas, nos quais a integragéo € dividida

52



em pequenos intervalos de tempo da ordem de femtosegundos a fim de poder
computar as vibracdes associadas ao &tomo de hidrogénio 2. Um dos métodos
mais comuns aplicados na integracdo das equacdes do movimento é o
algoritmo de Verlet, que utiliza as posicao e aceleracdes dos &tomos no tempo
t e as posi¢coes do passo anterior r(4t-t), para determinar as novas posi¢des no

tempo t+4t de acordo com a equacgao abaixo.

r(t+At) =2r(t) — r'+a(t)At’

Em sistemas bioldgicos é comum o uso de ensembles NVT e NVP.

Docking Molecular

Uma metodologia essencial usada no desenvolvimento de novos
farmacos é o ancoramento molecular, conhecida como docking em inglés. O
objetivo do célculo do tipo ancoramento molecular consiste na avaliagdo das
interacdes energéticas de algumas conformacdes moleculares em relacdo a
outras, a busca de conformacéo é feita segunda uma contagem de funcoes.
Para as melhores solucdes de docking, os programas quantificam estimativas

aproximadas da energia livre.

Para realizar este feito, as moléculas sao descritas como corpos rigidos
em uma primeira aproximacao. Nesse sentido, 0 ancoramento molecular pode
ser entendido como um problema de interagdo quimica de moléculas a

cavidade catalitica de uma determinada proteina
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No entanto, essa aproximacdo nao é suficiente para a determinacao de
uma configuracao inicial satisfatoria, especialmente para sistemas envolvendo
interacdes de pequenas moléculas no sitio catalitico de enzimas. Pode-se,
entdo, escolher modelos que levem em conta a flexibilidade das moléculas.
Nesse modo de atuacdo, as moléculas sofrerdo transi¢des conformacionais de

maneira a alcancar um melhor ajuste para as interagées moleculares.

Nesta técnica, as interacdes quimicas sdo computadas pela contribuicdo
dos termos de van der Walls e eletrostaticos, sem considerar os demais termos
de um campo de forga classico, ou seja, usa-se para este fim um campo de
forca classico simplificado, que descrevera a energia dos ligantes e receptores.
A insercdo de solventes torna a aproximacdo mais realistica por computar o
ganho entropico de aguas de solvatacdo associada a perda entropica do
ligante. Nessa aproximacdo ha um excessivo ganho de custo computacional

associado ao calculo de energias de interacao.

Estas interacfes sdo computadas dentro de uma grade que envolvera
parte do sistema estudado, como por exemplo, a cavidade catalitica da enzima
a ser estudada. A construcédo da grade de energia depende do campo de forca

estudado .

Analise de Componentes Principais

Dentre os métodos de natureza multivariada destaca-se a andlise de
componentes principais, a qual é amplamente utilizada para a construcdo de
modelos tedricos que relacionem atividade do inibidor a propriedades
descritivas. Essas propriedades podem ser log p, que € a particdo
molécula/octanol, energia dos orbitais HOMO e LUMO, numero heteroatomos,
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volume das moléculas, peso molecular, entre outros milhares de descritores.
Por isso a andlise de componentes principais € muito aplicada no estudo de

farmacos.

O PCA é uma maneira de identificar a relacdo entre
caracteristicas extraidas de descritores. A componente principal € o arranjo que
melhor representa a distribuicdo dos dados e a componente secundaria €
perpendicular a componente principal. Os passos para calcular as

componentes principais sao:

Obtém-se os dados ou as M amostras de vetores de dimensao M.

e Calcula-se a média ou o vetor médio destes dados.

e Subtrai-se a média de todos os dados.

e Calcula-se a matriz de covariancia usando todas as subtracfes. Ela é
o resultado da média do produto de cada subtracdo por ela mesma, e
tera dimensao MxN.

Calcula-se os autovalores e autovetores da matriz covariancia.

O auto vetor com o0 maior autovalor associado, corresponde a componente

principal do conjunto de dados utilizados.

A aplicacdo desse método tem duas importantes metas: Diminuir a
guantidade de dados em problemas que envolvam estudos de analise multi-
variacional, bem como filtrar as propriedades mais descritivas do problema

multivariado.
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Protocolos Utilizados

Como neste trabalho foram utilizadas técnicas e moléculas
diferenciadas, o capitulo relativo as metodologias sera separado em
subcapitulos, detalhando os métodos aplicados, bem como as abordagens dos

problemas dentro do ambito da quimica computacional.

Metodologia 1 (Estudo dos inibidores pirrolo-pirimidinas)

O estudo dos inibidores pirrolo-pirimidinas da proteina quinase de

adeséo focal foi realizado da seguinte forma.

o Foram selecionados 7 inibidores da classe pirrolo-pirimidina com
substituintes do tipo carboxila em diferentes posi¢cdes do anel

aromatico piridinico " "

segundo a Figura 7.

. Todas as moléculas selecionadas foram submetidas a
otimizacdo de geometria com o método DFT/B3LYP 6-31* (d)
utilizando a camada fechada para a distribuicdo dos elétrons na

molécula. Os calculos foram realizados no programa Gaussian

2009 C.
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17g (0.038) 17h (0.037) 17i (0.035)

32 (0.004)

Figura 7. Inibidores selecionados para o estudo de docking molecular

com proteina quinase de adeséo focal.

. Nas geometrias de equilibrio foram adicionados comandos no
programa Gaussian09 fim de se obter a distribuicdo dos orbitais
moleculares, cargas do tipo Chelpg bem como o potencial
eletrostatico.

. Em seguida, foi selecionada a proteina quinase de adeséo focal

54,77

do site de banco de dados www.pdb.org . O codigo de
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acesso para a proteina quinase de adesdo focal foi o 2ETM **
com inibidor 7-h-pirrolo-pirimidina complexado no sitio catalitico.
Tendo como base o inibidor 7-h-pirrolopirimidina foram
ancoradas as demais moléculas descritas na Figura 7 ao sitio
catalitico da proteina quinase de adesado focal utilizando o
programa Auto-Docking Vina .

Apos esse procedimento, os complexos formados pela proteina
FAK e os demais inibidores foram otimizados utilizando o campo
de forga classico AMBER presente no programa Hyperchem. Em
seguida, procedeu-se a analise das interacbes e ligacoes
moleculares presentes entre os inibidores e a proteina FAK,
selecionando dessa forma o0s aminoacidos que se ligam
guimicamente com as moléculas estudadas.

Os complexos aminoacidos/inibidores foram separados do resto
da proteina. Nessa estrutura molecular foram realizados calculos
de estrutura eletrénica com o método B3LYP/6-31g(p).
Utilizando o método B3LYP e a mesma funcdo de base da etapa
anterior foram extraidas informacfes relativas aos orbitais de
fronteira, densidade eletrbnica, bem como o potencial
eletrostatico do complexo farmaco/receptor.

Associado as propriedades eletronicas foram obtidas
informacdes relativas a energia livre de Gibbs de interacéo,
entalpia e entropia de interacdo farmaco/receptor através do
célculo das frequéncias no programa Gaussian 09 para o

complexo aminoéacidos/inibidores. Foram realizados célculos de
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estrutura eletrbnica para o complexo farmaco/receptor. A
energia foi computada como diferenga entre aquela dos
produtos (complexos) menos dos reagentes (farmaco e sitio).
Esses calculos foram realizados com o uso do método DFT e os
seguintes funcionais — LANLDZ, B3LYP, M06. Foram também
computadas energias de interacdo com o método MP2 com o
objetivo de verificar se o fator de correlagdo eletronica era
essencial na descri¢do da interagdo quimica.

Os resultados advindos da etapa anterior foram comparados
com as atividades das drogas em estudo.

Todos os calculos anteriores foram realizados utilizando o

modelo de solvente polarizado continuo IEFPCM (water) *°.

A fim de se comparar as moléculas da classe pirrolo-pirimidina foi

realizado um estudo com a analise de componentes principais (PCA)

como um método de analise multivariada. Para esse fim, foram utilizadas

as seguintes propriedades: Topologia da superficie polar, log de p,

volume molecular, nimero de angulos diedros, niumero de &atomos

passivos de realizar ligacdes de hidrogénio, niumero de doadores de

ligacdo de hidrogénio. Essas propriedades foram obtidas utilizando o

pacote computacional Property Calculation Service. As propriedades

obtidas por esse pacote computacional, associadas as propriedades

energéticas e termodinamicas de interacdo foram utilizadas no calculo
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Protocolo 2 (Estudo da molécula Dasatinibe)

Nessa etapa, € descrito o protocolo aplicado ao docking do farmaco

Dasatinibe no sitio catalitico da proteina quinase de adesao focal.

Em uma primeira etapa foi selecionada a proteina FAK do banco
de dado dados www.pdb.org, cuja abreviatura é 2ETM.
A essa enzima foi aplicada um campo de forca classico, com o
intuito de obter o relaxamento da estrutura molecular via
otimizag&do de geometria. Para esse fim, foi utilizado o campo de
forca AMBER presente no programa Hyperchem.
Em uma etapa ulterior, foi desenhado o farmaco Dasatinibe
usando o programa Cache.
A molécula de Dasatinibe e a proteina FAK foram convertidas
para o arquivo do tipo pdbqt, o qual € utilizado pelo programa
Auto-Docking Vina.
De posse das estruturas em formato de arquivo adequado, foi
realizado o docking molecular do farmaco Dasatinibe ao sitio
catalitico da FAK. Nessa etapa, foram permitidas rotacfes nos
angulos diedros e angulos de deformacfes durante a realizacéo
do ancoramento do ligante. A descricAdo dos dados
computacionais do ancoramento sao descritos abaixo.
No programa Auto-Docking Vina definiu-se um grid com
as seguintes dimensbes em angstrons: x=-18, y=22 e

z =16.
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Esse grid foi centrado no centro da proteina FAK de modo

a abranger toda a cavidade catalitica.

O grid foi orientado segundo 0s seguintes pontos:

x=-0.444, y=10.627 e z=6.613.

O tempo utilizado para a procura exaustiva das

conformacdes do ligante no sitio catalitico foi de 500

segundos.
Ap6s o ancoramento do farmaco ao sitio catalitico da enzima, foi
realizada a otimizacdo de geometria do complexo utilizando o
campo de forca classico AMBER.
A fim de se obter uma descricdo quantica do complexo
Dasatinibe-FAK, foi realizado um calculo do tipo QM/MM
utilizando o programa ONIOM presente no programa Gaussian
09. Aos aminoacidos Cys502, Lys454, Met499, Arg426, Ala 452,
Glu506, Glu471, Arg508, Arg550, Asp564, Leu501, Glu430,
Thr605 e ao farmaco Dasatinibe foi aplicado a aproximacéo
guantico semi-empirica PM6, definindo dessa forma a camada
alta do calculo. Ao restante da proteina foi aplicado um campo
de forca classico, definindo dessa forma a camada baixa do
célculo. Em seguida, se averiguou quais aminoacidos do sitio
catalitico da proteina FAK podem ligar-se ao farmaco Dasatinib.
No que concerne as tentativas de otimizacao, foram utilizados os
seguintes protocolos para o programa ONIOM.

AM1/UFF, B3LYP/3-21G, HF/LANL2DZ/UFF, MNDO/UFF
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Em um passo posterior gerou-se um arquivo com a camada alta,
ou seja, aquela camada que continha os aminoacidos
selecionados e o farmaco dasatinibe.

Associado ao método ab initio foram calculadas as seguintes
propriedades da camada alta: Potencial eletrostéatico, Orbitais de
Fronteira e Densidade eletronica da camada alta descrita pela
aproximacéo PM6.

Foram computadas ainda as propriedades termodinamicas de
interacdo farmaco/receptor a partir da frequéncia e
termodinamica estatistica.

Os calculos das propriedades acima mencionadas foram
realizados com o programa Materials Studio.

Realizacdo de uma dinamica molecular de 1nanosegundo em
todo o complexo FAK/dasatinib para verificar ligacbes de
hidrogénio ndo quantificadas pelo método ONIOM. Essa
dindmica foi realizada utilizando o campo de forca AMBER a
temperatura constante 300K. 100ps foram utilizados para o
banho térmico. Os passos utilizados para a dinamica molecular

foram da ordem de 1femtosegundo
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Protocolo 3 (Estudo dos complexos bis-anilino-piridina)

. Foi selecionado o arquivo 2JKK %° do banco de dados de
proteina (PDB).

o A estrutura obtida foi otimizada utilizando o campo de forca
classico implementado no programa Hyperchem.

o Posteriormente foi realizado um calculo QM/MM para a
otimizacdo do complexo inibidor/proteina utilizando o programa
Gaussian 09. A definicdo da camada alta e camada baixa, no
célculo ONIOM, foram os mesmos que aqueles utilizados para o

farmaco dasatinib.
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Protocolo 4 (Estudo do complexo 2-3-d-tiazole)

Foi selecionado o c4digo de acesso 3PXK ! do banco de dados
gue contém a droga tiazole complexada com proteina FAK.

A estrutura obtida foi otimizada utilizando o campo de forca
classico AMBER e o programa Hyperchem.

Posteriormente foi realizado um calculo QM/MM para a
otimizacdo do complexo inibidor/proteina. Os protocolos de
calculos para a definicdo da camada alta e camada baixa, no
célculo tipo ONIOM, foram os mesmos que aqueles utilizados

para o farmaco dasatinib.
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Protocolo 5 ( Estudo da interacdo da molécula de ATP com a
proteina FAK).

o Foi selecionado o cédigo de acesso 2JIM # do banco de dados
pdb, que contém o complexo ATP interagindo com a proteina
FAK.

o A estrutura obtida foi otimizada utilizando o campo de forca
classico AMBER implementado no programa Hyperchem.

o Posteriormente foi realizado um calculo. A definicdo da camada
alta e camada baixa no calculo tipo ONIOM foram do tipo

HF/LANL2DZ:UFF.
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Protocolo 6 ( Estudo da interacdo entre o complexo metano
sulfonamida com a proteina FAK)

o Foi selecionado o cédigo de acesso 3BZ3 % do pdb, que contém
o0 complexo cristalizada FAK/sulfonamida.

o A estrutura obtida foi otimizada utilizando o campo de forca
classico AMBER implementado no programa Hyperchem

o Posteriormente foi realizado um calculo QM/MM para a
otimizacdo do complexo inibidor/proteina. Os protocolos de
célculos para a definicho da camada alta e camada baixa no
célculo tipo ONIOM foram os mesmos que aqueles utilizados

para o farmaco Dasatinibe.

66



Resultados e discussao
Volume molecular dos inibidores estudados

Os inibidores utilizados neste trabalho séo ilustrados na Figura 8,

com suas respectivas geometrias otimizadas com o0 método semi

{ &
9&""3:;

empirico PM6.

29

pirrolo-pirimidina

Tiazole

DASATINIB

Sulfonamida Amino-pirimidina

Figura 8. Geometria otimizada dos inibidores estudados.

Todos os inibidores, com excecdo do farmaco dasatinibe, apresentam

em suas estruturas o anel de adenina presente no ATP. No que concerne a

geometria de equilibrio, apenas os inibidores da classe pirrolo-pirimidina,

tiazole e amino-pirimidina apresentam estrutura planar. As demais estruturas

apresentam deformacdes angulares, para a estrutura de equilibrio, fora do
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plano. Esse fato gerou dificuldades particulares para a validagao da otimizacao
de geometria com os calculos do tipo QM/MM utilizando o programa ONIOM
presente no software Gaussian09. Isto porque a estrutura deverd ser
encaixada em uma cavidade pouco flexivel. Essas dificuldades serdo descritas
de modo mais adequado nos respectivos tépicos de estudo da interagdo de

cada inibidor com a proteina quinase de adesao focal.

A estrutura de cada inibidor difere substancialmente em termos de
volume molecular, 0 que suscitara também diversos tipos de interacdo
molecular com a proteina FAK, bem como problemas de otimizacao
concernentes a pouca mobilidade dessas drogas no sitio catalitico da proteina
qguinase de adesdo focal. Os volumes moleculares da cada inibidor s&o

ilustrados abaixo na Tabela 1.

Tabela 1: Volume Molecular dos inibidores da proteina FAK

Inibidor Volume Molecular A®
Pirrolo-pirimidina 1510,93
ATP 1044,64
Dasatinibe 2303,61
Tiazole 1411,87
Sulfonamida 3702,42

Amino-pirimidina 1260,35
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Estrutura eletrénica e atividade das moléculas pirrolo-
pirimidina
Os resultados devidos aos ancoramentos inibidor/enzima mostram que
as moléculas da classe pirrolo-pirimidina podem estabelecer ligacfes de
hidrogénio com os aminoacidos Cys502, Arg426 e Lys454, conforme pode ser
visto na Tabela 2. Essas ligacdes sdo computadas pelo programa Hyperchem a
partir do angulo entre doadores e receptores de elétrons pelo programa

Hyperchem, bem como usando distancias de até 2.5 A.

Tabela 2: Ligagcbes de hidrogénio realizadas entre os aminoacidos da
enzima FAK e as moléculas da classe pirrolo-pirimidina

LigacBes de Hidrogénio calculadas (A)
Inibidor

Lys454 Lys454 Cysb02 Arg424
16i 1,88
179 1,99 2,18
17h 2,13 2,20
17i 1,90 220 1,74
18i 2,20
32 2,18 2,01 2,05 1,74

Duas excecfes sdo observadas para os inibidores 17i e 32, 0s quais
podem estabelecer ligacées de hidrogénio com os aminoacidos Ser e Glu. A
substituicdo na posicdo orto e meta no anel aromatico de pirimidina para o

inibidor 32 ou benzeno para os demais inibidores, permite a realizagdo de mais
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ligacbes de hidrogénio. Em contraposicdo a substituicAo na posicdo para
presente no inibidor 18i resulta em poucas ligagdes de hidrogénio com o
aminoacido Lys454. Um entendimento mais refinado das ligacdes quimicas
estabelecidas pelos aminoacidos e os inibidores pirrolo-pirimidina pode ser
contemplado pelos métodos ab initio.

Pode-se verificar através dos calculos de potencial eletrostatico obtidos
pelo método MP2, que o par de elétrons nao ligados do 4tomo de nitrogénio
presente no anel pirimidinico apresenta interagdo com o aminoacido Lys454.

Interacbes com os aminoacidos Arg426 e Cysb502 sdo também
observadas para o inibidor 1. A adicdo do substituinte na posi¢cao para no anel
benzénico no inibidor 16i pode ser visualizada pela concentracdo de densidade
eletrbnica entre o grupo substituido carboxila e os hidrogénios do aminoacido
LYS. Essa concentracdo de carga negativa no inibidor 16i, bem como a
interacdo do inibidor 1 com o aminoacido Lys454 pode ser visualizado na
Figura 9. O resultado mostrado na figura 9 ressalta ainda o melhoramento da
interacdo com os aminoacidos Lys454, Arg412 e Cys502 mediante a clara
formacdo de uma ligacdo de hidrogénio com o aminoacido Lys454 quando se

adiciona o substituinte carboxila & molécula 7-h-pirrolo-pirimidina.
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' Inibidor16i

Ligacao de Hidrogénio

Figura 9. Potencial eletrostatico calculado para os inibidores 1 e 16i.

No que concerne aos orbitais moleculares, o orbital HOMO do inibidor 1
esta localizado sobre o anel pirimidinico, enquanto o LUMO esta localizado
sobre o anel pirrdlico. Esta disposicdo dos orbitais de fronteira mostra que as
principais ligacdes quimicas sao realizadas com os aminoacidos Lys454 e Cys
502, conforme pode ser visualizado na Figura 10. Essa disposi¢cédo dos orbitais
confere ao inibidor 1 uma atividade de inibicdo intermediaria quando

comparado as demais moléculas.
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Figura 10. Orbitais de Fronteira calculados para a interacao entre os
aminoacidos do sitio catalitico da proteina FAK com o inibidor 7-h-pirrolo-
pirimidina.

No que reporta aos inibidores 18 e 16i o orbital HOMO esta
essencialmente localizado sobre o grupo aril, e o orbital LUMO esta situado
sobre o anel metoxifenil. Esses inibidores sdo os que apresentam maior I1Csg,
ou seja, sdo aqueles inibidores que inibem menos eficientemente a enzima
FAK, sendo necessario, portanto, doses relativamente altas dessas moléculas

para controlar o processo de transducéo de sinais.
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Figura 11: Orbitais de Fronteira calculados para a interacdo entre os
aminodacidos do sitio catalitico da proteina FAK com o inibidor 7-h-pirrolo-

pirimidina.
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Figura 12. Orbitais de fronteira para inibidor 18i.
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Figura 13. Orbitais HOMO e LUMO para os inibidores 18i e 16i,
respectivamente.

A analogia dos orbitais moleculares com as atividades dos demais
inibidores pode ser feita da mesma forma. Com efeito, verifica-se através dos
calculos de estrutura eletrénica, que o orbital HOMO dos inibidores 17g,17h,17i
e 32 esta localizado sobre o anel pirimidinico préximo ao aminoacido Cys502,
enquanto nos inibidores 16i e 18i os orbitais estdo mais préximos do
aminoéacido Lys454. Pode-se dizer dessa maneira, que o aumento da atividade
das drogas estd correlacionado com ocupacdo de orbitais proximos ao
aminoacido Lys454. Essa realidade é verificada na disposicdo dos orbitais
moleculares do inibidor 32, que é aquele que apresenta o menor ICsp, OU Seja,
€ a molécula que melhor inibe a enzima FAK. Na disposicdo dos orbitais

moleculares HOMO, verifica-se que a maior contribuicdo eletrbnica se da
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préximo ao aminoacido Cys502 conforme pode ser verificado na Figura 14. O
aumento de densidade eletrbnica préxima ao aminoacido Cys502 contribui de
maneira significativa para o melhoramento da atividade das drogas da classe

pirrolo-pirimidina.
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Figura 14. . Disposicao dos orbitais HOMO e LUMO para o inibidor 32.

A perda da atividade por parte dos inibidores 16i e 18i pode ser
visualizada também do ponto de vista do potencial eletrostatico. Para o inibidor
16i o acréscimo do substituinte na posicdo meta enseja um aumento da
concentracdo de densidade eletrbnica préxima ao aminoacido Lys454, com
consequente perda daquela, préxima ao aminoacido Cys502. Para a classe de
inibidores 17g, 17h,17i e 32 as densidades eletrbnicas estdo proximas do

aminoéacido Cys502, conforme pode ser visualizado na Figura 15.
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Figura 15. Potencial eletrostéatico gerado para a interacao entre o inibidor
17i e os aminoacidos Lys454, Arg412 e Cys502.

Os resultados dos célculos de energia de interacdo sdo mostrados na

Tabela 3:
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Tabela 3: Energias de interacdo obtidas com diversos métodos e

bases em Kcal.

Inibidor 1Cs contra MO06 B3LYP B3LYP MP2 MP2

FAK* (uM) LANL2DZ LANL2DZ 6-31G 6-31G LANL2DZ

18i 2.84 -99.86
_ —419.15 —-353.46 —310.54  —414.63
161 2.82 —410.62 —351.04 -307.06  683.04 16243
1 0.212 -367.56 —337.82 —248.11  -368.40 158.46
17 0.038 -114.81
g —-380.49 —329.28 -286.35  737.35
17h 0.037 152.788
—379.61 —-309.45 -314.05  —456.89
17i 0.035 -109.32
—-393.84 —340.74 -333.38  —452.58
32 0.004 -117.70
—446.35 —380.70 —349.78  —490.66
o Energia de interagdo computada em unidades atémicas.

As energias derivadas do método MP2 com a base LANL2DZ néo
apresentaram correlacdo com as atividades das moléculas da classe
pirrolopirimidina. As energias de interacdo para os inibidores 17h e 17i foram
positivas, caracterizando uma repulsdo entre essas moléculas e o0s
aminoacidos pertencentes ao sitio catalitico da proteina, demonstrando a
ineficiéncia da metodologia na obtencdo de uma linearidade entre energia de

interacéo e atividade da droga 7-h-pirrolopirimidina.

Em oposicdo aos resultados da aproximagdo MP2, os funcionais com
base 6-31g proporcionaram resultados mais relacionadas com dados de ICs,
nao apresentando energias que caracterizassem repulsao entre os inibidores e
0s aminoacidos componentes do sitio catalitico da proteina FAK. Os resultados
mostraram uma razoavel conexdo com os dados experimentais, com desvio de

linearidade entre relacao atividade e energia de interacdo. A mais baixa energia
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de interacdo foi obtida para o inibidor 32, podendo-se correlacionar esse
resultado com a boa atividade de inibicdo dessa droga. Em contraposicdo a
esses resultados, foram obtidas energias de interacdo nao correlatas com as
suas respectivas atividades. O inibidor 18i ndo apresentou a energia de
interacdo mais baixa, ndo apresentando, dessa forma, uma correlacdo com

sua baixa atividade na inibi¢cdo da proteina FAK.

Para os demais métodos, ocorreram problemas similares de relagéo
entre a atividade da droga com suas energias de interacdo, sugerindo dessa
forma que a energia de interacdo ndo é a unica variavel necessaria para
caracterizar a atividade inibitéria de uma droga. Atenta-se ao fato de que néo
foram computadas aguas explicitas no calculo, podendo ser o fator entrépico
nesse caso mais importante que a energia de interacdo. O tamanho do sistema
molecular trabalhado pode ainda ndo ser representativo para esse tipo de
relacéo. Baseando-se nesses resultados, foram realizados calculos
termodinamicos relativos a ligacdo farmaco e receptor a fim de estudar a
relacéo de energia com a descricdo das atividades das drogas. Esses calculos
possibilitaram o conhecimento da contribuicdo de cada funcdo de estado
termodinamica para a realizacdo da ligacdo quimica entre o inibidor e os

aminoacidos componentes do sitio catalitico da proteina FAK.

No que se refere as propriedades termodinamicas de um sistema
biolégico, pode-se correlacionar a atividade de uma droga com a energia livre

do complexo enzimal/inibidor através da Equacéo 24.

AG=—RT Ink; (24)
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Onde k; é a constante afinidade da droga. Essa constante pode ser relacionada
com a constante de inibicao aparente *°.

Essa relagdo matematica permite correlacionar a constante de afinidade
de uma droga com a propriedade ICsp. A concentracdo do substrato S
bem como kn (constante que denota atividade maxima da enzima) €
constante para 0 caso aqui exposto. Assim sendo, podem-se obter as
propriedades termodindmicas com intuito de entender a correlacéo
existente entre a atividade biologica da droga, e sua interacdo com 0s
aminoacidos componentes do sitio catalitico da proteina FAK. Os
resultados referentes aos célculos da energia livre sdo mostrados abaixo

na Tabela 4.
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Tabela 4: Resultados dos calculos de energia livre usando o

método B3IYP/6-31G para a interacéo inibidor/aminoacidos do sitio

ativo.
Energia Livre Teorica
Inibidor ICso contraFAK (uM)
(kcal/mol)

18i 2,84 -55,6
16i 2,82 -52,3
1 0,212 -11,1
179 0,038 74,4
17h 0,037 "71,2
17i 0,035 -58,2
32 0,004 -82.4

No que reporta aos resultados de energia livre, pode-se verificar que o
inibidor 32 é aquele com o resultado mais exergbnico. Esse resultado €
correspondente com o fato dessa molécula ser aguela com o menor ICso. Os
inibidores 17g e 17h também foram bem correlacionados com a sua atividade
inibitéria tendo em vista suas energias livres. Todavia, os inibidores 1, 17i
apresentaram energias livres ndo condizentes com suas atividades

intermediarias aos inibidores 18i e 16i.

A fim de se vislumbrar de modo mais sistematico a contribuicdo da

energia livre para os sistemas em estudo, foram também realizados calculos
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para verificar a contribuicdo da entropia e da entalpia. Os resultados referentes

a essas funcgdes de estado termodinamicas sdo mostradas na Tabela 5:

Tabela 5: Contribuicdo entalpica e entrépica para a formacéo do

complexo inibidor/aminoacidos.

Entalpia Entropia
Inibidor

kcal/mol (cal/K.mol)
18i 1,0 189,8
16i -0,4 174,0
1 1,1 41,2
179 3,0 259,6
17h 3,2 249,6
17i 0,0 195,5
32 -2,2 269,2

Os resultados mostram que o inibidor 32 apresenta a maior entropia e a
menor entalpia, colocando-o com o maior potencial de inibicdo da proteina
FAK. Para os demais inibidores, ndo se verifica a mesma correlacao entre a
entalpia e a atividade das drogas. Observa-se, no entanto, que a funcéo
entropia parece reger a interacdo inibidor/aminoacidos. Verifica-se que o0s
inibidores 17g, 17h e 17i, que tem potencial de inibicdo intermediario aos
demais inibidores, possuem contribuicdes entropicas essencialmente maiores

gue o 18i e 16i, os quais sao 0s que apresentam alto 1Cso.
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Através da andlise de componentes principais podemos ter maior
entendimento das propriedades eletronicas e estruturais. A Figura 16 abaixo
mostra as componentes principais 1 e 2 usando a energia dos orbitais HOMO
e LUMO, momento de dipolo, energias de interacdo ( MO6/B3LYP/PM6) calor
de formacao, nON, nOHN, nORTB e os resultados experimentais do I1Cs. Trés
grupos de moléculas foram encontrados, independentemente de qual energia
de interacao funcional de densidade era utilizada (B3LYP ou M06). O primeiro
foi composto pelas moléculas 17h, 17i e 32, que sdo as moléculas mais ativas,
e a segunda foi constituida por 16i, 18i e 17g que sdo as moléculas menos
ativas. A estrutura 1 ficou isolada, jA que esta estrutura ndao tem grupo
carboxilico e tem o menor nimero de ligacdes de hidrogénio. A informacéo

acerca das atividades dos inibidores esta espalhada entre a PC1 e PC2.
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Figura 16. Grafico de componentes principais para os inibidores da classe
pirrolo pirimidina.
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A componente principal 2 carrega informagbes acerca da atividade
inibitoria e a estrutura 1 divide as moléculas com mais e menos atividades. No
entanto, a estrutura 32 que tem o grupo carboxila também divide o conjunto de
moléculas em mais menos ativas. E importante ressaltar que, apesar de néo se
obter uma relacao direta entre as componentes principais e os valores de ICs,
consegue-se agrupar as moléculas em relacdo a sua estrutura e atividade.
Além disso, para o inibidor 32 os valores das PC1 e PC2 encontra-se no
extremo esquerdo do grafico, com o valor da PC1 mais afastado em relacédo
aos outros, 0 que conduz a correlaciona-los com a molécula de maior ICsg, O

gue que esta em conformidade com a atividade esperada.

Estrutura eletrénica e docking molecular da molécula
dasatinibe

A droga dasatinibe ocupa uma grande porcdo do sitio catalitico. Essa
situacdo ocasionou sucessivos problemas de convergéncia nos célculos de
estrutura eletrénica do tipo QM/MM. No intuito de entender essa problematica,
foi realizado uma curta dinamica molecular de 1 ns no programa Hyperchem,
cujo resultado certificou severas restricbes no movimento do inibidor no sitio
catalitico. Essas restricGes propiciaram inumeros erros de otimiza¢cdo quando
da utilizacdo do programa ONIOM e as aproximag¢des combinadas AM1/MM,
PM3/MM e B3LYP/3-21g/MM, onde MM se refere ao campo de forca UFF. O
uso dessas aproximacOes propiciou otimizagcdes incompletas com erros

inerentes as coordenadas internas do sistema inibidor/proteina. Os resultados
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relativos ao docking molecular do farmaco dasatinibe sdo mostrados na Figura

17.

Glutaména
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Figura 17. Droga dasatinibe ancorada ao sitio catalitico da proteina.

No entanto, quando se fez o uso do método MNDO/MM e do método
HF/MM observou-se otimizacdes completas para o sistema inibidor/proteina.
Na interacdo entre a droga dasatinibe e a proteina FAK, verificou-se interacdes
do tipo m-stacking, que séo interacdes entre a nuvem pi dos anéis aromaticos
com o nuvem eletrénica do sitio catalitico da proteina FAK. A aproximacéo
guantica HF e a aproximacado semi-empirica possuem deficiéncias relativas a
descricdo de ligacbes de hidrogénio, que sdo sanadas na maioria dos casos
pelos métodos pds-Hartree-Fock e por alguns funcionais de densidade. Esses
métodos apesar de apresentarem maior acuracia no calculo de propriedades
eletrbnicas, sdo essencialmente caros computacionalmente, sendo impraticavel
em se tratando de moléculas biologicas. As outras aproximacdes cujo
resultado foi a ndo convergéncia do sistema fazem com que a droga dasatinibe
realize movimentos mais bruscos na cavidade catalitica, propiciando dessa

forma erros nos calculos de otimizacdo de estrutura eletrbnica. Esses
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movimentos bruscos associados a desvio de planaridade podem ser verificados
guando se realiza otimizacbes de geometria para os diferentes métodos
utiizando somente o farmaco dasatinibe. Os desvios de planaridade sédo
mostrados na Tabela 6 para os diferentes métodos utilizados neste trabalho.
Tendo em vista esses deslocamentos em relacdo ao plano, foi utilizado o
método quéantico semi-empirico MNDO para o calculo do tipo QM/MM, o qual

possui menores deslocamentos planares.

Tabela 6: Desvio de planaridade do farmaco dasatinibe utilizando
diferentes aproximacdes

Método ©1 02 HOMO LUMO

PM6 175,89 119,09 -0,3677 -0,4509
MNDO 158,93 136,62 -0,34708 -0,03196
AM1 132,57 102,91 -0,32586  -0,03548
PM3 132,57 102,91 -0,32705 -0,04244
HF 174,75 121,91  -0,31023 0,08797
M06 132,57 102,909 -0,22463 -0,0493
MP2 132,57 102,91 -0,8461 0,06146

Baseando-se no minimo local encontrado pela aproximacdo MNDO, foi
realizada uma otimizagcdo com a aproximacado semi-empirica PM6 obtendo-se
éxito nesses calculos. As demais aproximacdes foram empregadas do mesmo
modo, porém néo obtiveram éxito na otimizacdo do sistema bioldgico, devido a

repetidas falhas na convergéncia do SCF.

Os célculos relativos a dinamica molecular propiciaram a visualizacéo de
rotacbes de angulos diedros, permitindo analisar as ligacdes de hidrogénio
antes ndo existentes. Os grupos quimicos cuja rotacdo levou a ligacGes de

hidrogénio sdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Grupos quimicos que apresentaram rotacao dos diedros
durante a dinamica molecular.

, o [ M g a
\E(\ = N A N
fi\\« ~ 1 ' \ .

i —
e T
L 44\(
3y B}
T T
i !\/
<N\
Tk &,k
Dasatinib
R [ Sy
Hydrogen Bond ol “ S T
ST AR TR et

Figura 19. Ligacdo de hidrogénio associada com arotacédo do angulo
diedro do grupo hidroxila do farmaco dasatinib.

A rotacdo do angulo diedro associado com o grupo hidroxila terminal do
farmaco dasatinibe propicia a formacdo de ligacbes de hidrogénio com o

aminoacido terminal Arg426 como mostrado na Figura 19. A ligacdo de
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hidrogénio €& vista através do formato molecular do tipo “esferas de

sobreposi¢ao” presente no programa Hyperchem.

Ligacbes de hidrogénio permanentes, ratificadas pelos célculos de
otimizacdo de geometria com a aproximacdo PM6/UFF para esse modelo
tedrico, foram encontradas com os aminodcidos Glul8, Thr9l, Aspl52 e
Gly93. Na geometria de equilibrio, o programa ONIOM né&o permitiu observar
ligacBes de hidrogénio com o grupo hidroxila terminal do farmaco dasatinibe.
As distancias interatdmicas estabelecidas para as ligacées de hidrogénio séo
mostradas na Tabela 7. Ressalta-se que a ligagdo com o aminoacido Cys502
tem sido encontrada em diversas interagdes entre drogas inibidoras da proteina

quinase de ades&o focal & &,

Tabela 7: Distancias interatbmicas das ligacoes de hidrogénio
estabelecidas entre o farmaco dasatinibe e os aminoacidos listados.

Aminoacidos Distancia das Ligac6es de Hidrogénio (A)
Glu(18) 2,80
Thr(91) 3,65
Asp(152) 1,60, 2,60
Gly(93) 3,39

O mapa de potencial eletrostatico derivado de célculos quanticos semi-
empiricos mostram que o farmaco dasatinibe pode estabelecer ligacdes de
hidrogénio com os aminoacidos Lys454 e Arg426. Essa interacdo pode ser

observada através do mapa de potencial eletrostatico presente na Figura 20.
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Figura 20. Mapa de potencial eletrostatico obtido para o sitio da proteina
FAK com o farmaco dasatinibe obtido via a aproximac¢ao PM6.

A ligacdo com o aminoacido Arg426 ndo é tdo clara na geometria de
equilibrio, porém o mapa de potencial eletrostatico mostra densidade eletrénica
negativa no grupo hidroxila terminal. Essa interacdo se torna acessivel quando
se verifica que o diedro associado ao grupo hidroxila terminal da molécula
dasatinibe pode rotacionar em direcdo ao aminoacido Arg426.

No que concerne aos resultados dos calculos de estrutura eletrénica
para obtencéo dos orbitais de fronteira, verifica-se que os mesmos se localizam
sobre o aminoacido Arg426 e o anel central heterociclico do farmaco
dasatinibe, salientando dessa forma, a importancia desse aminoacido na

descricdo da interacdo dasatinibe/FAK.
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Estrutura eletrénica e docking molecular da molécula
sulfonamida

Para o célculo de otimizacdo de geometria do complexo sulfonamida/
FAK houve problemas devido a otimizacdo de geometria utilizando o método
ONIOM. Os métodos PM6, B3LYP, PM3, AM1 combinados com um campo de
forca classico em calculos do tipo QM/MM foram incapazes de propiciar uma
completa otimizagdo de geometria, suscitando em diversos momentos, erros
nas coordenadas internas do sistema molecular. Somente o método HF e o
método MNDO foram capazes de propiciar uma otimizacdo de energia
completa. O primeiro fato a destacar € o grande volume ocupado pela molécula
sulfonamida no sitio catalitico da proteina quinase de adesdo focal quando
comparado ao volume da molécula de ATP, conforme a Tabela 1. Um segundo
fator, ndo menos importante, sdo as deformacdes angulares dos diedros fora
do plano molecular. Métodos mais recentes, como aqueles problematicos no
gue se refere a otimizacdo de geometria do complexo sulfonamida/FAK,
apresentam melhor descricdo das interacdes entre inibidor e enzima, aceitando
mudancas abruptas de geometria no sitio catalitico. Dessa forma, o uso dessas
metodologias se torna problematica quando aplicadas a sistemas moleculares
com essas caracteristicas. De modo antagdnico as aproximac¢des quanticas HF
e MNDO possuem em suas aproximacoes, problemas relativos a descricdo de
interacdes intermoleculares e intramoleculares como aquelas provenientes da
interacdo de um elétron com o campo gerado pelos demais elétrons no método
HF. Essa baixa descri¢cdo da interacdo do sistema faz com que hajam baixos
deslocamentos fora do plano molecular, propiciando otimizacdes completas de

geometria. Foi entdo utilizado o método quantico semi-empircio MNDO como

89



primeira aproximacdo seguido do método HF com um pseudo potencial
LANLDZ. O uso do pseudo-potencial LANL2DZ, foi escolhido pelo fato de ser
um potencial que descreve orbitais do tipo d, ao mesmo tempo possui um baixo
custo computacional, quando comparado com outras funcdes de onda. As
ligacBes de hidrogénio formadas pela molécula sulfonamida sdo mostrados na

Figura 21.

Cysb502

Figura 21. Inibidor sulfonamida ancorado ao sitio catalitico da proteina
quinase de adeséao focal.

Sao observadas ligacbes de hidrogénio com o aminoacido Cys502,
Asp564 e Arg424. As distancias de ligacdo relativas a essas ligacbes sao

mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8: Distancias de ligagcao entre o inibidor sulfonamida e os

aminoé&cidos da proteina quinase de adeséo focal.

Aminoécidos Distancia das ligacdes de hidrogénio (A)
Cys502 2,3,1.9
Asp564 2,4
Arg424 1,9

Os orbitais de fronteira do sistema sulfonamida e o sitio catalitico da

proteina FAK sao ilustrados na Figura 22. Como pode ser observado, o orbital

HOMO se encontra espalhado entre os aminoacidos Arg426 e Glu431l,

enquanto os orbitais LUMO se encontram sobre o aminoacido Lys454.
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Figura 22. Orbitais de Fronteira para interacdo entre o inibidor
sulfonamida e o sitio catalitico da proteina quinase de adeséo focal.

Estrutura eletrénica e docking molecular da molécula ATP

A molécula de ATP (adenosina trifosfato) € aquela responsavel pela
propagacdo dos sinais celulares mediante reacbes de fosforilagdo do
aminoacido Thr397, por isso é crucial a descricdo de sua interacdo com a
enzima quinase de adesao focal no intuito de entender a acdo desse substrato.

Devido aos problemas provenientes da estrutura obtida do banco de dados de
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proteina, foram necessarias corre¢cdes no que diz respeito a geometria da
molécula de ATP. Essas correcdes foram realizadas dentro do sitio catalitico
da proteina FAK, eliminando a sobreposicdo de atomos e proximidade
excessiva de ligacBes quimicas. ApOs a eliminacdo desses problemas, se
tornou praticavel a otimizacdo de geometria utilizando o método QM/MM.
Seguindo o protocolo dos calculos anteriores, foi utilizado o método MNDO
para uma primeira aproximagdo. Em seguida foi realizado um calculo HF com o
pseudo-potencial LANL2DZ. Ambas as otimizagbes ocorreram sem 0S erros
nas coordenadas internas, observados nos célculos dos sistemas anteriores.
As ligacbes de hidrogénio formadas entre a molécula de ATP e FAK sao

mostradas na Figura 23.

Met499

GIn432

Figura 23. Interacdo da molécula de ATP com a proteina quinase de
adeséo focal .

No que concerne a ligacdo da molécula de ATP com o sitio catalitico da
proteina quinase de adesdo focal, sdo observadas as seguintes ligacdes de

hidrogénio conforme pode ser visualizado na Tabela 9.
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Tabela 9: Distancias de ligacdes de hidrogénio realizada pela molécula de

ATP no sitio catalitico da proteina FAK.

Aminoécidos LigacBes de Hidrogénio (A)

Met499 2,7
GIn432 1,8
Lys454 1,3

A energia livre de ligacao calculada para interacdo entre a molécula de ATP e
0s aminoacidos componentes do sitio catalitico da proteina FAK foi da ordem
de -58,91 kcal mostrando que essa interacdo quimica €& favoravel
termodinamicamente.

Os orbitais de fronteira calculados para a molécula de ATP sao
mostrados abaixo na Figura 24. Os orbitais estdo localizados sobre os grupos

fosfatos da molécula de ATP e os aminoacidos Glu 430, Phe 565 e Glu 506.

GLU 430

PHE 565

Orbitais de Fronteira HOMO
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GLU 430

W aTP

PHE 565

GLU 506

Orbitais de Fronteira LUMO

Figura 24. Orbitais de fronteira calculados para a interacdo da molécula
de ATP com o sitio da proteina FAK.

Os calculos de potencial eletrostatico mostram uma concentracdo de
carga negativa sobre os anéis de adenina da molécula de ATP, ressaltando a
importancia dessa estrutura molécula, presente na maioria dos farmacos

inibidores da enzima quinase de adesao focal. Essa relacdo é mostrada na

Figura 25.
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Grupo adenina da molécula de ATP

Potencial eletrostatico para a interagao da molécula de ATP com a FAK

Figura 25. Potencial eletrostatico calculado para a molécula de ATP
interagindo com o sitio catalitico da proteina FAK.

Estrutura eletrénica do complexo bis-anilino-pirimidina

Para a otimizacdo de geometria do sistema bis-anilino-pirimidina nao
foram encontrados problemas como erros de coordenadas internas. Esse fato é
explicado pelo pequeno volume molecular do inibidor quando comparado a
molécula de ATP, bem como com o baixo deslocamento fora do plano quanto a

movimentacdo dos diedros dessa molécula. Os protocolos de calculos foram os
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mesmos utilizados nos protocolos anteriores. Os resultados dos célculos
provenientes da aproximacdo ONIOM mostram que séo possiveis ligacdes de
hidrogénio com os aminoacidos Cys502 e Asp564. As distancias de ligacao

relativas a essa interacdo sdo mostradas na Tabela 10.

Tabela 10: Amino&cidos da proteina quinase de adesao focal que
interagem com a molécula bis-anilino-pirimidina.

Aminoécidos Distancia das Ligac6es de Hidrogénio (A)
Cys502 2,29
Asp564 1,94

A energia livre de ligagédo entre o farmaco e o sitio catalitico da proteina
quinase de adeséo focal é igual -157,087kcal/mol, sugerindo desta forma
espontaneidade da interacdo farmaco/receptor.

Com relacéo aos orbitais de fronteira € possivel verificar que os orbitais
HOMO estdo essencialmente dispostos sobre o farmaco bis-anilino-pirimidina
enquanto os orbitais LUMO estdo localizados sobre o aminoacido Argl4,

conforme a Figura 26:
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bis-anilino-pirimidina

Orbitais de Fronteira HOMO

ARG 424

Orbitais de fronteiras LUMO

Figura 26. Orbitais de fronteira da molécula bis anilino pirimidina



Figura 27. Potencial eletrostéatico obtido para interacdo entre o farmaco
bis-anilino-pirimidina.

Os resultados do calculo de potencial eletrostatico para a interacédo entre
o farmaco bis-anilino-pirimidina, verifica-se a interacdes da nuvem pi do anel

aromatico com o substituinte cloro com o aminoacido Glu430.

Estrutura eletrénica da molécula pirrolo 2,3 d tiazole

Na otimizacdo do sistema tiazole/FAK néo foram observados problemas
procedentes dos célculos de otimizacdo do tipo QM/MM. Apesar de esse
inibidor apresentar um volume maior que o ATP, ha baixos deslocamentos no
plano quanto a movimento dos diedros dessa molécula. O protocolo de célculo
seguiu as mesmas aproximacdes e sequéncias dos demais, a fim de tornar os

resultados comparaveis. Para a molécula de tiazole s6 foi observada uma
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Unica ligagdo de hidrogénio com o aminoacido Cys502 conforme mostrado na

Figura 28.

Figura 28. Farmaco 2,3 d tiazole complexado ligando-se ao aminoacido
Cys502

Com respeito aos orbitais de fronteira podemos verificar que o orbital
HOMO esta localizado sobre o inibidor 2,3 d tiazole em sua totalidade e o
orbital LUMO estéa localizado sobre o aminoacido Glu430. Essas informacfes

podem ser visualizadas na Figura 29:
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Glutamina

Orbitais de fronteira LUMO

Figura 29. Orbitais de Fronteira para interacdo entre o farmaco 2,3,d
tiazole e o sitio catalitico da proteina quinase de adeséao focal.
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Analise geral dos resultados obtidos

Tendo previamente demonstrado os resultados procedentes dos
calculos de estrutura eletrénica da interacdo entre farmaco/receptor, torna-se
factivel uma andlise critica dos problemas abordados neste trabalho.

O mais notério dos fatos s@o as diferentes formas de atacar a
problematica da inibicdo de sinal, cuja consequéncia é a supressdo da divisdo
celular. O diferencial reside quimicamente nas diferentes disposicdes
moleculares de cada farmaco, construidos para inibir o mesmo alvo molecular.
Nota-se, neste sentido, a presenca do grupo adenina na maioria dos farmacos
estudados neste trabalho, apesar de haver uma excecdo a regra, que € 0
farmaco dasatinibe. Esse resultado mostra que nem sempre as moléculas
inibidoras devem possuir essencialmente 0s mesmos grupos quimicos que
aqueles encontrados no substrato original presente no sitio catalitico, que no
caso das proteinas quinases, propicia a evolucéo dos sinais celulares.

Porém, apesar das substanciais diferencas geométricas entre 0s
inibidores, encontram-se similaridades eletrénicas bastante relevantes. E
bastante perceptivel a interacdo para todos os casos estudados dos inibidores
com os aminoacidos Cys502, Lys454 e Arg4l2. A constru¢cdo dessas
moléculas é propositalmente realizada para estabelecer ligacdes de hidrogénio
com esses aminoacidos. Na maioria dos inibidores, com excecdo do inibidor
tiazole, se encontram grupos COCHj3; cuja clara funcdo é interagir com o0s

aminoacidos terminais Arg424 e Lys454. Todavia, essa interacdo ndo pode

102



ocorrer de qualquer forma. O anel de adenina, presente em parte dos
inibidores, deve estar orientando a fazer uma ligacédo de hidrogénio com o
aminoacido Cys502. Os nitrogénios provenientes do anel de adenina devem
estar orientados para o aminoacido Cys502. Mesmo o farmaco dasatinibe, que
nao possui um anel de adenina, realiza essa ligacdo obrigatoriamente. Essa
interacao € feita com o anel pirimidina do farmaco dasatinibe, que deve ter sua
orientacgédo privilegiada nesse sentido.

Um olhar sobre o estudo realizado com os inibidores da classe pirrolo-
pirimidina pode abrir algumas correlacdes com os demais resultados obtidos, ja
gue 0s mesmos possuem descricdo de suas atividades bioldgicas na literatura.
Inicialmente percebe-se que a introducdo de um grupo COCHj3; proximo ao
aminoacido Lys454, torna a inibicdo da proteina quinase de adesao focal mais
efetiva. Essa “correlagdo” quimica coloca as demais drogas, excluindo-se a
molécula de tiazole, proxima aos inibidores mais potentes da classe pirrolo-
pirimidina. Todavia, averigua-se de forma contraditéria que a adicdo de grupos
COO, em posicdes para no anel pirimidinico proximo ao aminoacido Lys454
torna a inibicAo biolégica muito ruim para os inibidores da classe
pirrolopirimidina. No estudo de PCM verificou-se a separacdo dessas
moléculas do demais conjunto, quando sao utilizadas variaveis tedricas tais
como energia de ligacdo e numero de atomos de haletos. Apesar da baixa
linearidade obtida entre ICso e energia de ligacdo, € plausivel pensar que a
inibicdo também esta norteada por um boa “adequacdo” entre a cavidade
catalitica e a geometria do inibidor associada com uma baixa energia de

ligacdo entre 0s mesmos.
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A corroboragdo dessas interagbes para os inibidores estudados nem
sempre se deu através da medida de distancias de ligacdo de hidrogénio.
Resultados provenientes de célculos de orbitais de fronteira e potencial
eletrostatico respaldaram a interacdo dos inibidores com os aminoacidos
Cysb02 502, Arg424 e Cys502. No caso do farmaco dasatinib, o resultado foi
consolidado por céalculos de dindmica molecular, que mostraram que a ligagdo
com o aminoacido Arg424, antes ndo realizada na geometria de equilibrio,
pode ser realizada mediante a movimentacdo do angulo diedro associado ao
grupo hidroxila terminal da molécula.

O aminoéacido Asp564 apareceu na interacao entre a proteina FAK e os
inibidores dasatinibe, sulfonamida e anillino-pirimidina. As demais ligacfes de
hidrogénio sdo caracteristicas peculiares de cada inibidor.

Apesar de nao ser o foco deste trabalho, a probleméatica de otimizacéo
de sistemas bioldgicos, via QM/MM se tornou uma ardua tarefa para inibidores
gue possuem excessivo volume quando comparados ao substrato original e
gue possuem mudancas severas em seus diedros quando submetidos a
determinados tipos de aproximacdes quanticas. Os métodos quanticos
parecem aproximar os atomos desses inibidores de tal forma, que surgem
problemas de sobreposicdo de &atomos e consequentemente erros nas
coordenadas internas. As aproximacdes utilizadas nesses métodos € o nucleo
de entendimento para sanar essas situacdes problematicas. Se as interacfes
forem mais repulsivas, os métodos com pior descricéo eletrénica dos sistemas
moleculares como MNDO e o HF propiciam baixo deslocamento de atomos
dentro do sitio catalitico da proteina quinase de adeséo focal. De outro modo, o

uso de métodos como o funcional de densidade e os métodos semi-empiricos
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PM6 e AM1 fazem com que a os inibidores se movimentem exacerbadamente,

levando a constantes erros de otimizagéo de geometria.
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Conclusoes

Neste trabalho foram estabelecidas as principais ligacdes de hidrogénio
nas geometrias de equilibrio dos inibidores da proteina quinase listado no
banco de dados de proteinas, bem como a determinacéo inédita da interacdo
dessa enzima com o farmaco dasatinib através da técnica de ancoramento
molecular seguido de calculos de estrutura eletrénica com o método ONIOM,

bem como de uma curta dindmica molecular.

Foram encontradas ligacdes de hidrogénio com os aminoécidos Lys 454,
Arg424 e Cys502 para a maioria dos inibidores, indicando a importancia desses
aminoacidos na construcdo de novas drogas para o tratamento do cancer.
Mesmo com diferentes estruturas moleculares, as moléculas inibidoras da
proteina quinase de adesado focal possuem uma similaridade em relacdo a
interacdo com a proteina quinase de adeséao focal. Essa correlacdo pode ser
verificada quando se verificam a disposicdo dos orbitais de fronteira e o
potencial eletrostatico, cujos resultados levam a ratificacdo das interacbes com
0s aminoacidos citados. O tamanho do orbital proximo a Cys502 esta
correlacionado com as atividades de inibicdo dos inibidores da proteina
guinase de adeséao focal.

A baixa correlacdo entre a energia de ligacdo dos inibidores com os
sitios cataliticos e a atividade de inibicdo das drogas pode estar correlacionada
a fatores entrépicos que ndo sdo passiveis de descricdo com solventes
implicitos.

As variaveis obtidas neste trabalho, empregadas para a corroboracéo

das ligacbes quimicas entre os inibidores da proteina quinase, podem ser
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utilizadas para a construcao de novas drogas inibidoras da proteina quinase de
adeséo focal.

Os protocolos de otimizacdo de geometria com os métodos estudados
neste trabalho podem ser utilizados para sanar problemas relativos ao
tratamento de biomoléculas. O método MNDO e HF séo particularmente Uteis
como ponto de partida para a otimizacdo de geometria do complexo inibidor
interagindo com a FAK. Porém os resultados obtidos via essas aproximacdes
devem ser corroborados com célculos mais avancados utilizando o funcional de
densidade B3LYP ou o método semi-empirico PM6, que levam em conta mais

variaveis eletronicas para melhor descricdo do complexo molecular.
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Perspectivas

Na linha das questbes em aberto para trabalhos futuros, temos o estudo
dindmico de todos os sistemas inibidores deste trabalho na proteina quinase de
adesao focal, no intuito de identificar interacbes e ligacbes comuns. Para
execucao dessa etapa, serd necessaria a constru¢cdo de um campo de forca
individual para cada inibidor estudado. A fim de construir esse campo de forga,
serdo utilizadas as bases de dados do campo de forca CHARM, para a
definicdo dos potenciais harménicos, associados aos calculos quanticos para a

obtencao das cargas e do potencial de van der Walls.

De posse dos resultados dinamicos, pode-se estimar a energia livre
dessas interacdes, bem como o ICsy associado a essas drogas, avaliando-se a

potencialidade das drogas na inibicdo do mecanismo de transducao de sinais.

Como os resultados provenientes dos calculos de estrutura eletronica
conseguem correlacionar a o tamanho dos orbitais préximos a Cys502 com a
atividade da droga, poderia realizar uma mutacdo nesse aminoacido a fim de
verificar se os inibidores atuais estariam adequado a uma possivel mutacao da

proteina quinase de adesao focal.
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