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Resumo

A proteina tirosina quinase esta associada a varios tipos de patologias. Basicamente, seu
mecanismo de acao é a quebra do ATP em ADP, ativando a divisao celular. A tirosina
quinase denominada BCR-ABL, é o principal alvo terapéutico da leucemia mieloide cronica
(LMC). Um dos principais farmacos de controle da LMC ¢é o mesilato de imatinibe, que re-
volucionou o tratamento da doenga. Entretanto, devido a intolerancia que alguns pacientes
apresentam e mutagoes, na proteina tirosina quinase BCR-ABL, como a mutagao T315I,
outros farmacos foram desenvolvidos e lancados no mercado. Entre estes farmacos podem
ser citados o dasatinibe, nilotinibe e o ponatinibe. Neste estudo, foram analisados estes
quatro inibidores classicos da BCR-ABL, imatinibe, dasatinibe, nilotinibe e ponatinibe,
seguidos de quatro moléculas derivadas do nilotinibe e ponatinibe. Para essas moléculas
derivadas, os atomos de flilor foram substituidos por atomos de hidrogénio e cloro, a fim de
estudar a influéncia de dtomos de halogénios nestas estruturais. Os estudos de estrutura ele-
tronica foram realizados no nivel da teoria do funcional da densidade, utilizando o funcional
hibrido B3LYP em conjunto com a fungao de base 6-3114+G(d,p). Os orbitais moleculares
de fronteira, lacuna HOMO-LUMO e NBO foram analisados e comparados com estudos de
docking, para a estrutura da proteina tirosina quinase selvagem (c6digo PDB 10PJ) e com
a mutacao T3151 (cddigo PDB 3IK3), na conformacao DFG-out. Semelhangas estruturais
foram apontadas, como a presenca de grupos comuns nos inibidores, e modifica¢oes levanta-
das nas novas geragoes de inibidores a base de imatinibe. Um deles é o grupo trifluorometil
presente no nilotinibe e posteriormente incluido no ponatinibe, além do grupo metilpipera-
zina, que esta presente no imatinibe e ponatinibe. Os orbitais moleculares de fronteira
do imatinibe e do ponatinibe mostraram uma importante contribui¢ao para os mesmos
residuos. Por fim, o estudo QM /MM usando o método ONIOM com diferentes cortes, de
tamanhos progressivos ao redor do sitio ativo, foi utilizado com o intuito de compreen-

der a contribui¢ao dos grupos e a extensao do sitio ativo desta proteina com mutagao T315I.

Palavras-chave: Tirosina Quinase, Inibidores Quinase, DFT, DOCKING, ONIOM.



Abstract

Protein tyrosine kinase is associated with several types of pathologies. Basically its mecha-
nism of action is the breakdown of ATP into ADP, activating cell division. The tyrosine
kinase called BCR-ABL is the main therapeutic target of chronic myeloid leukemia (CML).
One of the main drugs used to control CML is imatinib mensylate, which revolutionized
the treatment of this disease. However, due to the intolerance and mutations in the protein
tyrosine kinase BCR-ABL, such as the T315I mutation, other drugs were developed and
launched on the market. Among these drugs, dasatinib, nilotinib and ponatinib can be
mentioned. In this study, these four classic inhibitors, imatinib, dasatinib, nilotinib, and
ponatinib were analyzed, followed by four molecules derived from nilotinib and ponatinib.
For these derived molecules, fluorine atoms were replaced by hydrogen and chlorine atoms,
in order to study the influence of structural effects on this set of inhibitors. The electronic
structure studies were performed at the level of density functional theory using the hybrid
functional B3LYP with the 6-3114+G(d,p) basis function. The frontier molecular orbitals,
gap HOMO-LUMO, and NBO were analyzed and compared with docking studies, for the
structure of the wild type protein tyrosine kinase (PDB code 10PJ) and with the T315I
mutation (PDB code 3IK3), in the DFG-out conformation . Structural similarities were
pointed out, such as the presence of common groups in inhibitors and modifications raised
in new generations of imatinib-based inhibitors. One of them is the trifluoromethyl group
present in nilotinib and later included in ponatinib, in addition to the methylpiperazine
group, which is present in imatinib and ponatinib. The boundary molecular orbitals
of imatinib and ponatinib showed an important contribution to the same amino acid
residues. Finally, the QM /MM study, using the ONIOM method, with different cutoffs,
of progressive sizes around the active site, was used in order to understand the contribu-

tion of these groups and the extension of the active site of this protein, with T315I mutation.

Keywords: Tirosine Kinase, Kinase Inhibitors, DF'T, DOCKING, ONIOM.



1 Introducao

Cancer ou neoplasia maligna é um termo genérico para denominar um grande
grupo de doencas que tem em comum o crescimento desordenado das células. Sua principal
caracteristica é a multiplicagdo rapida de células anormais, que invadem os tecidos e 6rgaos,

podendo espalhar-se para outras regioes do corpo, sendo esse processo conhecido como
metastase (DENMEADE; ISAACS, 2002).

Estudos estatisticos consolidados sobre a incidéncia e mortalidade de canceres estao
disponiveis na base de dados GLOBOCAN da "International Agency for Research on
Cancer” da Organizagio Mundial da Satide (OMS)!. Os dados mais recentes referem-se
ao ano de 2020. Considera-se que ocorreram no mundo 19,3 milhées de novos casos de
cancer e cerca de 9,96 milhoes de 6bitos(SUNG et al., 2021). Destes casos, 10 milhoes
foram desenvolvidos em pessoas do sexo masculino, representando cerca de 52%, e 9,3
milhdes de mulheres desenvolveram a doenga (SUNG et al., 2021). A estimativa é que
no Brasil ocorrerao 625 mil novos casos de cancer em cada ano do triénio 2020-2022
(INCA, 2021). O nimero de novos casos continua a crescer, isso se deve, em grande
parte, ao envelhecimento e crescimento da populacdo mundial, junto com o aumento de
comportamentos nao saudaveis como: sedentarismo e ma qualidade alimentar, entre outros,
intensificados desde a revolugao industrial (DEVITA; CHU, 2008).

Atualmente, o cincer é a principal causa de morte em paises economicamente
desenvolvidos e a segunda principal causa de morte em paises em desenvolvimento (JEMAL
et al., 2011). Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a sobrevida tende a ser menor,
provavelmente devido a uma combinacao de um estagio tardio no diagnostico e acesso

limitado aos tratamentos adequados (GUERRA; GALLO; MENDONCA, 2005).

Neoplasia maligna é fundamentalmente uma doenca causada pela falha da regulacao
do crescimento de tecidos. Para que uma célula normal se transforme em uma célula
cancerigena, os genes que regulam o crescimento e a diferenciacao celular tém que ser
alterados (CROCE, 2008), podendo comegar em qualquer lugar do corpo humano, que
¢ composto de trilhoes de células (STEINBERG et al., 1990). Normalmente, as células
humanas crescem e se dividem para formar novas células conforme a necessidade do

organismo. Quando as células envelhecem ou ficam danificadas, elas morrem e novas

células tomam seu lugar (CAKIR; ADAMSON; CINGI, 2012).

Ha mais de 100 diferentes tipos de canceres conhecidos que afetam os seres humanos,

entre eles, estdo as leucemias (ANAND et al., 2008). Este tipo de neoplasia pode ser

1 World Health Organization (WHO). Global Health Estimates 2020, https://gco.iarc.fr/today/home,
acessado em Outubro de 2021
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classificada de acordo com o tipo de célula acometida e a velocidade de progressao da
doenga (TOLAR; NEGLIA, 2003). Se as células afetadas forem do tipo linfoides, linfécitos
ou tecido linfoide em formacao é denominada leucemia linfoide. Quando o alvo sao as
células mieloides (células que mais tarde se transformam em eritrécitos, leucocitos e

megacariocitos) é denominada leucemia mieloide (BOECHAT et al., 2017)

Um tipo mais raro de neoplasia leucémica é a leucemia mieloide cronica (LMC),
com taxa de 2 casos a cada 100 mil pessoas, com maior incidéncia em adultos, com
idade acima dos 50 anos, assintomatica na fase inicial, que esta crescendo em niimeros de
casos e se estendendo para todas as faixas etarias (KEY, 2010). A LMC é o resultado da
atividade do cromossomo Philadelphia (Ph), presente nas células leucémicas humanas. Este
cromossomo ¢ resultado da translocagao entre os bragos do cromossomo 9 e 22 (KLEIN et
al., 2015), gerando uma proteina hibrida BCR-ABL que apresenta atividade enzimética
anormal (AN et al., 2010).

As tirosinas quinases fazem parte de uma importante familia de enzimas, que
apresentam a acao de catalisar a fosforilacao de residuos de tirosina em proteinas alvo, mais
especificamente transferem o grupo fosfato do ATP para residuos de tirosina. Neste sentido,
as estas proteinas estao envolvidas em diversas etapas do desenvolvimento neoplasico.
Em condig¢oes normais estas proteinas regulam diversas atividades fundamentais como
o ciclo celular (BOECHAT et al., 2017). Por sua importéancia, as proteinas quinases
servem como alvos terapéuticos para uma gama de indicagoes clinicas e representam a
maior categoria de alvos de drogas dos ensaios clinicos atuais (KALINICHENKO et al.,
2019). Neste contexto, esforgos tém sido feitos em todo o mundo, no sentido de elucidar o
maior nimero possivel de estruturas tridimensionais protéicas. O estudo e compreensao

da tirosina quinase é atualmente a principal fonte de novos medicamentos para a LMC
(FILHO; ALENCASTRO, 2003).

Esses novos medicamentos representam uma grande promessa para o aperfei-
goamento dos tratamentos convencionais que se baseiam em cirurgia, na radioterapia,
hormonioterapia e quimioterapia. Esses procedimentos atuam tanto nas células saudaveis
como nas células modificadas (cancerigenas) e apresentam muitos efeitos colaterais severos
e continuados (HUGHES, 2006). Diferentemente, os farmacos, que atuam diretamente na

tirosina quinase, apresentam menores efeitos colaterais, melhorando a qualidade de vida

do portador (BOECHAT et al., 2017).

A capacidade de projetar drogas racionalmente, usando estruturas de proteinas,
associada a descoberta de vias envolvidas na transducao de sinais desencadeados pela
ativacao de receptores, por seus ligantes nas células tumorais, tornou possivel a identificagao
e posterior validagao de novos alvos terapéuticos do cancer. Desta forma, levando ao

desenvolvimento de novas classes de drogas, comumente conhecidas como terapias alvo

(FAJER; MENG; ROUX, 2016).
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Os primeiros projetos de terapias alvo foram realizados em meados dos anos de 1980,
e ja no inicio dos anos de 1990 as primeiras histérias de sucesso destes projetos comegaram a
ser notadas. Hoje em dia, embora ainda que haja ajustes necessarios para aperfeicoar o pro-
cesso, com avanc¢o computacional e novas técnicas, o desenho racional de medicamentos, é
uma parte integrante da maioria dos programas de descoberta de medicamentos (HUGHES,
2006). Um exemplo importante da técnica de terapia alvo é o imatinibe, um farmaco
revoluciondrio no tratamento da LMC (DEININGER; BUCHDUNGER; DRUKER, 2005).

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Proteinas Quinases

Proteinas s@o macromoléculas, constituidas por uma ou mais cadeias longas de
residuos de aminoacidos. As proteinas diferem-se uma das outras, principalmente, em sua
sequéncia de aminodcidos, ditada pela seqiiéncia de nucleotideos presente nos genes, e
que geralmente resulta na estrutura tridimensional especifica que determina sua atividade

(BRUCKDORFER; MARDER; ALBERICIO, 2004; LEMMON; SCHLESSINGER, 2010).

As proteinas quinases atuam como reguladores dos principais processos celulares
(Figura 1), dividido entre: transdugao de sinal, que regulam a prolifera¢ao celular, migracao,
sobrevivéncia e progressao do ciclo celular (ELSAYED et al., 2016). Podemos dizer, entdo,
que a BCR-ABL ¢ a principal responséavel pela oncogénese na LMC em estagio inicial da
doenca, que leva a um aumento da fosforilagao. Estudos evidenciaram as mudancas na

fosforilacao da quinase BCR-ABL em resposta a tratamentos com inibidores da tirosina
quinase (LIANG et al., 2006)(RADIVOJAC et al., 2008).
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Figura 1 — Ciclo de ativagao da cascata quinase, Adaptada de Lemmon et.al(LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010).

A fosforilacao torna-se a chave que desencadeia mudancas conformacionais nas
proteinas, regulando-as ou desregulando-as alterando suas propriedades e consequentemente
seu comportamento e as respostas bioldgicas no meio (ROBINSON; WU; LIN, 2000).

Aproximadamente 13.000 proteinas humanas tém sitios que sao fosforilados. Na
funcao catalitica, um residuo de aminoécido ¢ fosforilado por uma proteina quinase pela
adigdo de um grupo fosfato, ligando-se a esta de forma covalente (VLASTARIDIS et al.,
2017).

Muitos residuos sao altamente conservados no dominio catalitico em todas as
proteinas quinases (Figura 2), incluindo as glicinas da alca de ligagao, uma lisina no P-loop,
um acido glutamico em hélice C, um acido aspartico e uma asparagina na alca catalitica,
mas vale ressaltar, principalmente, a triade Asp381-Phe382-Gly383 (DFG) préximo ao
N-terminal (HUBBARD, 1999).

Esta estrutura conservada foi classificada em onze subdominios com sequéncias
centrais altamente conservadas com variabilidade para as regides intermediarias que podem
ser altamente variadas em termos de sequéncia e inser¢oes ou delegoes. A compreensao da
construgao e conformacao de uma proteina quinase, totalmente ativa, pode ser avaliada

usando a estrutura cristalina do dominio catalitico (REN et al., 2008).
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A arquitetura geral do dominio da tirosina quinase é semelhante nas serina e
treonina quinases: compreende um lobo amino-terminal, composto por uma folha de cinco
cordoes e uma hélice, e um lobo carboxi-terminal maior que é, principalmente, helicoidal.
A molécula de ATP liga-se a fenda entre os dois lobos e o substrato peptidico contendo
tirosina ligada ao lobo carboxi-terminal (BUBLIL; YARDEN, 2007).

Lobulo N-terminal —

Lébulo C-terminal —

Figura 2 — Estrutura da proteina tirosina quinase, adaptada de Silva et.al (SILVA et al.,
2009).

O sitio ativo da proteina é flexivel e pode adotar conformacoes distintas. Estudos
experimentais demonstraram que as proteinas quinases podem adotar multiplos estados
conformacionais e que tal variabilidade é essencial para a sua fung¢do e regulagdo. Como
esperado, a variedade conformacional do sitio ativo influencia a afinidade de ligacdo e o

tipo de inibidores que poderao entrar no sitio ativo da enzima (DUCHESNE et al., 2006).



CAPITULO 1. INTRODUCAO 6

1.1.1.1 ATP

O trifosfato de adenosina (ATP) é um composto organico complexo que fornece
energia para conduzir muitos processos nas células vivas, por exemplo, a contragao muscular,
propagacao de impulsos nervosos e sintese quimica. Encontrado em todas as formas de
vida, o ATP ¢ freqiientemente chamado de "unidade molecular de moeda” de transferéncia
intracelular de energia. Quando consumido em processos metabdlicos, converte-se em

adenosina difosfato (ADP) ou em adenosina monofosfato (AMP) (KNOWLES, 1980).

Adenina

Fosfato \ NH

‘ Nf\}“
(@] O O <f
[} (R 1 /)
HO-F?-O—P-O-P"O o N N

OH OH OH
~ 3 QO

HO QH

Ribose

Figura 3 — Estrutura da molécula de ATP, adaptada de Zhang et.al (ZHANG et al., 2021).

A energia obtida na respiracao ou na fotossintese ¢é utilizada para adicionar o grupo
fosfato ao ADP (difosfato de adenosina) e converté-lo em ATP. A elimina¢do de um grupo
fosfato no ATP, a hidrélise do ATP, ocorre com a liberagao de 30,6 kJ/mol (KRESGE;
SIMONTI; HILL, 2011).

E também um precursor do DNA e RNA e é usado como uma coenzima. Do ponto
de vista da bioquimica, o ATP é classificado como um trifosfato de nucleosideo, o que
indica que consiste em trés componentes: uma base nitrogenada (adenina), a ribose de
agucar e o trifosfato, como mostra a Figura 3. Em termos estruturais, o ATP consiste em
um grupo de adenina ligado, pelo 4tomo de nitrogénio (N) ao atomo de carbono (C), a
uma ribose, que se liga ao fosfato(MACHADO; NOME, 1999).

Nas reagoes relacionadas ao metabolismo, os grupos adenina e ac¢ticar permanecem
inalterados, mas o trifosfato é convertido em di e monofosfato, originando respectiva-
mente os derivados ADP e AMP. Os trés grupos fosforilas sao referidos como «, 3 e
(TORNROTH-HORSEFIELD; NEUTZE, 2008).
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Figura 4 — Interacoes feita pela molécula de ATP com as principais regides da tirosina
quinase, fonte: (SILVA et al., 2009).

O ATP esta envolvido na transducao de sinal, servindo como substrato para
quinases, enzimas que transferem grupos fosfato. As quinases sdo as proteinas mais comuns
de ligacao ao ATP (Figura 4). Elas compartilham um pequeno niimero de dobras comuns
(Figura 1). (SCHEEFF; BOURNE, 2005)(KAMENETSKY et al., 2006; HANOUNE;
DEFER, 2001).
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1.1.2 Conformacdes DFG-in e DFG-out

Situada em quase todos os dominios de proteina quinase eucaridtica, adjacente
ao local de ligacdo de ATP, encontra-se uma sequéncia de 3 residuos, Asp-Phe-Gly
(DFG). As razoes para a conservacao destes residuos nas proteinas quinases ainda nao sao
totalmente compreendidas, mas sao muitos importantes, como foi recentemente destacado
pela identificacao de potenciais mutagoes "condutoras” em canceres em 8 quinases diferentes
(KLEIN et al., 2015).

A triade DFG faz fronteira com o sitio de ligacao ao ATP e esta localizado entre os
2 16bulos, no N terminal de um segmento flexivel conhecido como loop de ativagao (SHAN
et al., 2008). A ligacao de ATP ocorre em uma fenda profunda entre os dois lobos. Um
loop conectando as folhas 51 e 82 forma a parte superior do sitio ativo e contribui para
coordenagao do grupo v-fosfato de ATP (P-loop) (BROSNAN, 2003; SEVER; BRUGGE,
2015; BERN et al., 1964).

&

_~~ DFG-out
.

Figura 5 — Conformagoes do sitio da proteina tirosina quinase BRC-ABL, em (A) Confor-
magao DFG-in (B) Conformacao DFG-out, adaptada de Avila et.al (AVILA;
ROMEIRO, 2010).

Esta regiao é marcada por muita flexibilidade dos residuos e por este motivo, o sitio
de ligacao pode ter mais de uma conformacao. As principais conformacoes estudadas sao:
DFG-in e DFG-out. Na conformac¢ao DFG-in, o aspartato é importante para a catalise e,
de fato, normalmente aponta para a ligacao do ATP, em direcao a uma bolsa hidrofébica
adjacente (Figura 5), onde pode se coordenar a um fon Mg?* ligado ao ATP (HUBBARD,
1999). A conformacao DFG-out difere da DGF-in pela mudanga de posigao estrutural entre
o Asp e a Phe, realocando o aspartato em direcao oposta ao sitio de ligagao, ocasionando
a perda da coordenacao com o fon de Mg™ e impedindo a fosforilacdo. A conformacao
DFG-out possibilita o acesso a canais hidrofébicos da proteina, antes inacessiveis na
conformagdo DFG-in, rompendo a estrutura do sitio catalitico da tirosina quinase (PAULI;
BARREIRO; BARBOSA, 2018b; MENG; LIN; ROUX, 2015), por este motivo estas
duas conformagoes também sdo conhecidas como: conformagao ativa (DFG-in) e inativa
(DFG-out) (VIJAYAN et al., 2014; WANG et al., 2018; GEORGOULIA et al., 2019).
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A descoberta destas duas formas conformacionais fomentaram o desenvolvimento
de novos inibidores da tirosina quinase (TKI), em classes do tipo I e II. Os inibidores do
tipo I sao aqueles capazes de inibirem a forma DFG-in como, por exemplo, o dasatinibe.
J4a os inibidores do tipo II sd@o aqueles capazes de inibir a proteina na sua forma DFG-out,
como é o caso do imatinibe (HANTSCHEL; SUPERTI-FURGA, 2004; DEININGER,;
BUCHDUNGER; DRUKER, 2005).

1.1.2.1 Estado de protonacao de residuos no sitio ativo

Dos 20 aminoacidos que ocorrem naturalmente, mais da metade destes (11 ao todo),
sao polares e carregados, e estao envolvidos diretamente no processo de catélise enzimatica.
Esses residuos se enquadram em sete grupos quimicos diferentes: imidazol (histidina),
guanidinio (arginina), amina (lisina), carboxilato (glutamato, aspartato), amida (gluta-
mina, asparagina), hidroxil (serina, treonina, tirosina) e tiol (cisteina) (GUTTERIDGE;
THORNTON;, 2005). Nao é tarefa simples a atribuigao da fungao de um residuo catalitico,
devido a natureza de varias etapas das reagoes quimicas, porque ele pode desempenhar
mais de um papel e pode estar envolvido em diferentes etapas da reacao (BARTLETT et
al., 2002).

A mais simples das fun¢oes executadas pelos aminoacidos sao as fungoes de interagao
e orientacao. Lagos entre residuos restringem seu movimento e garantem que eles sejam

posicionados corretamente em relagao ao substrato (FRAZAO et al., 1999).

A histidina existe em dois estados tautoméricos, neutro e protonado, condi¢ao asso-
ciada ao atomo de nitrogénio desse aminoacido. Essas duas formas existem em proporgoes
aproximadamente iguais, no entanto, a presenca de tautomeria é essencial para fun¢ao que

ela exerce (FRAZAO et al., 1999).

A razao para o estudo mais abrangente do estado de protonacgao da histidina é
devido a mesma ser um residuo que tem seu pK, proximo ao neutro, portanto, pode
funcionar facilmente como um catalisador acido-base. Também pode atuar como um
nucledfilo, de maneira que na sua forma protonada este residuo auxilia a estabilizacao dos
estados de transigdo e podem aceitar ou doar prétons e ligagdes de hidrogénio (BARTLETT
et al., 2002).

Além da histidina, a cisteina, também apresenta um pKa proximo ao neutro, possui
uma alta propensao catalitica, embora seu uso seja muito raro. Qutros residuos mais
comumente observados sao os residuos carregados como: glutamato, aspartato, arginina e
lisina. Esses residuos tém valores de pK, longe da faixa pH neutra e sao mais dificeis de

usar em reagoes enzimaticas do tipo dcido base (GUTTERIDGE; THORNTON, 2005).
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1.2 LMC, Visao Geral

Embora a leucemia tenha sido reconhecida como uma doenca sistémica e como
uma patologia em 1845, levou mais de 100 anos para que o primeiro relatério de terapia
significativa fosse publicado (HUGHES, 2006).

No século X1X, o primeiro caso de leucemia foi descrito em 1827, pelo francés
Alfred Velpeau, um parisiense de 63 anos, onde uma analise mais detalhada, revelou um
aumento do baco e figado associado a febre, fraqueza geral, calculos urinarios, bem como
sangue espesso como mingau, que mais se parecia com pus do que sangue (CORTES,
2004).

Os sintomas tipicos no diagnéstico da leucemina sao fadiga, anorexia e perda de
peso, mas cerca de 40% dos pacientes sao assintomaticos e, nesses pacientes, o diagnostico
¢é baseado apenas em uma condi¢do anormal do hemograma, Figura 6. A anormalidade

mais comum no exame fisico é a esplenomegalia (aumento do bago), que esté presente em

até metade dos pacientes (SAWYERS, 1999).
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Figura 6 — Sintomas mais comuns presente na fase cronica da Leucemia mieloide cronica
no corpo humano, fonte: (APOR, 2021).

Inicialmente a fase cronica (FC) periodo de duragao variavel, seguida de progressao
para fase blastica (FB), precedida ou ndo por uma fase acelerada (FA). Cerca de 90% dos
pacientes sdo diagnosticados na fase inicial, sendo, destes, 20 a 45% assintométicos. Estes
pacientes apresentam leucocitose com desvio a esquerda, com células granulociticas bem
diferenciadas, e esplenomegalia (CHEN et al., 1991). Quando sintométicos, os mais comum

sado: hipercatabolismo (fadiga, perda ponderal, sudorese noturna e febre) e desconforto
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abdominal decorrente da esplenomegalia. Complicagoes trombdticas ou hemorragia ocorrem
em menos de 5% dos casos em FC (SAWYERS, 1999).

1.2.1 Cromossomo Philadelphia

Em 1960, os pesquisadores Nowell e Hungerford, da Universidade da Pensilvania,
identificaram um cromossomo anormal presente nas células leucémicas humanas. Este
cromossomo, chamado de Philadelphia (Ph), é resultado da translocacao entre os bragos
do cromossomo 9 e 22, Figura 7, sendo encontrado em 95% dos pacientes com LMC. O
cromossomo Ph gera uma proteina hibrida, BCR-ABL que apresenta atividade enzimatica
anormal da tirosina quinase, responsédvel pela patogénese da doenca(BOECHAT et al.,
2017).

Cromossomo 9 Translocagao
normal t(9:22)
Cromossomo
Philadelphia
Cromossomo 22
normal
+ —_— +
q11.2 (BCR)
(BCR) (ABL)
Cromossomo
Philadelphia

q34.1 (C-ABL)

Figura 7 — Translocacao do cromossomo 9 com 22 formando o cromossomo Philadelphia,
adaptada de (AN et al., 2010).

O diagnoéstico e o monitoramento dos estagios da doenca é geralmente baseado na
detec¢ao do cromossomo Filadélfia (Ph), durante a evolugdo para uma crise blastica, uma
série de alteracoes cromossomicas secundarias nao aleatorias ocorre, incluindo a duplicacao
do cromossomo Ph. Dependendo do local do ponto de interrup¢ao no gene BCR, a proteina
pode variar em tamanho de 185 kd a 230 kd (EPSTEIN et al., 1988).

O fato de que proteinas de fusao de tamanhos diferentes podem ser correlacionado
com resultados diferentes, indicando que a proteina BCR-ABL de 190 kd, Figura 8, tem
maior atividade como uma tirosina quinase e ¢ um oncogene mais potente do que a proteina

de 210 kd (NOWELL, 2007).
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1.2.1.1 Mecanismo de transducao de sinais

Os receptores de tirosina quinase (RTKs) sdo proteinas transmembranares que
sao submetidos a dimerizacao e autofosforilagao. Subsequente a fosforilacao das proteinas
citoplasmaticas pelo receptor ativado desencadeia uma cascata de sinalizacao que, induz a
transcricao de genes especificos (BOECHAT et al., 2017).

As enzimas que estao localizadas no meio citoplasmatico. Na funcao celular, sdo
a chave no processo de sinalizacao, ativando diversos biosensores e estimulos que estao
integrados juntamente com o controle de mobilidade celular (BATTAGLINI et al., 2009).
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Figura 8 — A tirosina quinase ABL e as duas isoformas das proteina resultantes da fusao
BCR-ABL, p210 e p190. A isoforma p210 é mais longa que p190, fonte: (REC-
KEL et al., 2017).

1.2.1.2 Tratamento

O tratamento da LMC passou por uma verdadeira revolugao ao longo dos anos.
A radioterapia, a partir do inicio do século XX, permaneceu como terapia padrao, por
mais de 50 anos. Em 1960, foi aplicado pela primeira vez o bussulfano, seguido pela
hidroxiureia, que mostrou ser um farmaco mais eficiente que o seu antecessor, em parte
por ser melhor tolerado pelo organismo permitindo um pequeno aumento da sobrevida do
paciente. Entretanto, nenhum desses farmacos tinha a capacidade de induzir qualquer grau

de negativacao do cromossomo Ph, sendo assim, incapazes de alterar a historia natural da
doenga (FAJER; MENG; ROUX, 2016).

Em 1980, verificou-se a eficicia do interferon-alfa (IFN—«) em estabelecer respostas
hematoldgicas e citogenéticas, parciais ou completas, prolongando a sobrevida. Gradativa-
mente, o IFN—q substituiu a hidroxiureia e o bussulfano no tratamento de pacientes em
fase cronica, recém diagnosticados(CORTES, 2004).
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Segundo Bollmann (2011) em "Chronic myeloid leukemia: past, present, future",
ainda em 1980, surgem as primeiras experiéncias de transplante alogénico de célula
tronco hematopoiética (TACTH) para pacientes em fase cronica, constituindo a primeira
modalidade curativa, com mortalidade relacionada ao transplante de 10 a 20%. A partir
de 1990, o TACTH torna-se o tratamento de escolha para pacientes com menos de 50 anos
em FC, sendo o IFN-q, associado ou nao a citarabina, um medicamento de quimioterapia,
reservado para os pacientes nao eligiveis para TACTH (BATTAGLINI et al., 2009).

A descoberta da oncoproteina BCR-ABL em 1986 permitiu nos anos subsequentes,
o desenvolvimento de uma nova droga, capaz de inibir a sua atividade enzimatica. Deno-
minada inicialmente STI571, hoje conhecido como imatinibe, revolucionou o tratamento
da LMC (BOLLMANN; GIGLIO, 2011).

1.3 Inibidores Tirosina Quinase - modo de atuacdo
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Figura 9 — Linha do tempo aproximada que ilustra os marcos no desenvolvimento de
inibidores da tirosina quinase BCR-ABL, fonte: (LAMBERT et al., 2013).

Farmacos quimioterapicos sao projetados para apoptose seletiva de células que
se dividem de maneira desordenada e rapida, que é a principal caracteristica da maioria
das células cancerosas (AN et al., 2010). A maioria dos inibidores de quinases descritos
até o momento atuam de forma competitiva a molécula de ATP. Estes agem inibindo as
quinases nas formas selvagens e mutantes ou sobre expressoes da proteina responsaveis
pela conducao de sinais oncogénicos. Essas enzimas catalisam a fosforilagao de proteinas
por meio de transferéncia de um ATP formando ADP, ativando a cascata quinase (Figura
1) (AN et al., 2010; ECK; MANLEY, 2009).
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Figura 10 — Fenda catalitica da proteina tirosina quinase BCR-ABI, DFG-out, fonte:
(PEREIRA; NASCIMENTO; MARTINS, 2021).

A Figura 10 mostra, em destaque, a regiao do sitio ativo o caso da BCR-ABL. O
sitio ativo é um canal que transpassa toda a proteina, impondo aos inibidores algumas
caracteristicas conformacionais especificas para que estes possam acessar o sitio e interagir

com o0 mesmo em sua totalidade.

Tabela 1 — Inibidores aprovados pela agencia FDA (do inglés Food and Drug Adminis-
tration) dos EUA para RTKs (receptor tyrosine kinase) no uso em terapia de
cancer, fonte: (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010).

Molécula Alvo Tipo de ciancer Ano de langcamento
Imatinibe PDGFR, ABL, LMC, GIST 2001
Gefitinibe EGFR esofago 2003
Erlotinibe EGFR esofago 2004
Sorafenibe Raf, VEGFR, PDGFR Renal 2005
Sunitinibe KIT, VEGFR, PDGFR  renal, pancreas 2006
Dasatinibe ABL, KIT, Src LMC 2007
Nilotinibe ABL, Arg, KIT, PDGFR LMC 2007
Lapatinib EGFR, ErbB2 mamario 2007
Trastuzumabe ErbB2 mamario 1998
Cetuximabe EGFR cabeca e pescoco 2004
Bevacizumabe VEGF pulmao, colorretal 2004

Uma série de medicamentos aprovados que sao inibidores do tipo I, tais como
dasatinibe, tém como alvo a bolsa de ligagdo de ATP e sdo denominados como inibidores
competitivos de ATP. Enquanto que, os inibidores do tipo II, que incluem imatinibe,
nilotinibe e ponatinibe, ligam-se a bolsa hidrofébica adjacente ao bolso de ligacao de ATP.
Apesar da ocupacao no local alostérico ser caracteristica dos inibidores do tipo II, eles

também se estendem além do “Porteiro” no bolso de adenina e formam ligagdes de hidro-
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génio com os residuos da hinge (dobradiga) da conformagao da enzima (KALINICHENKO
et al., 2019).

1.4 Principais inibidores de tirosina quinase BCR-ABL

A primeira geracao de TKIs é representada pelo imatinibe, a segunda pelo dasatinibe
e nilotinibe e a terceira pelo bosutinibe e ponatinibe. Independente da geracgao, sao
classificados em dois tipos, os inibidores do tipo I que sdo competitivos com ATP e eles

preferem DFG-In (forma ativa) e o tipo II, inibidores que preferem DFG-out (forma
inativa) (RAMAKRISHNAN et al., 2017).

1.4.1 Imatinibe

O mesilato de imatinibe? foi introduzido no mercado em 2001 pela industria far-
macéutica Novartis, com o nome comercial Gleevec (EUA) ou Glivec. Esse farmaco é um
inibidor da tirosina quinase de pequena massa molecular, que foi inicialmente desenvol-
vido especificamente para ser usado como inibidor do fator de crescimento derivado de
plaquetas PDGFR (do inglés Platelet-derived growth factor receptors). Subsequentemente,
foi constatado ser o imatinibe um potente inibidor de ABL quinases, incluindo a proteina
de fusao BCR-ABL (LOPES; ABREU, 2009).

O imatinibe liderou a mudanca de paradigma nao apenas no tratamento da LMC,
mas também na terapia direcionada ao cancer de modo geral (GEORGOULIA et al.,
2019), e é colocando entre as grandes descobertas no campo farmacéuticos. Foi o primeiro

medicamento a ser usado pela maioria dos pacientes com LMC, devido a importancia dos
seus resultados (MANDAL; MOUDGIL; MANDAL, 2009).

Com base na respectiva capacidade para bloquear a proliferacao celular por meio
da inibi¢ao da tirosina quinase, o imatinibe (Figura 11) tem a sua eficdcia no tratamento
das doengas cronicas mieloproliferativas que envolvem a ativagdo do PDGFR (HANNINK;
DONOGHUE, 1989) e do estroma gastrointestinal (ASAKI et al., 2006).

O imatinibe (Figura 12) interage com a tirosina quinase, ligando-se a conformagao
DFG-out (veja se¢do 1.1.2). A mudanca de conformacao altera a forma local do bolso

criando mais espago para acomodar o imatinibe (LIU et al., 2018). Juntando-se ao bolso

2 A molécula de mesilato de imatinibe trata-se do cdtion imatinibe com o 4nion mesilato (CH3SO3).

Neste trabalho serd tratado apenas o imatinibe protonado.
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Figura 11 — Férmula estrutural da molécula de imatinibe.

do ATP, principalmente com seu fragmento de piridina-pirimidina, préximo ao qual hd um
grupo metilfenil localizado em frente ao residuo "porteiro", Thr315, enquanto o grupo metil

piperazina da molécula esté localizado em um bolsao hidrofébico (YANG et al., 2019).

O imatinibe possui na sua estrutura molecular um grupo piperazina que consiste
em um anel de seis membros contendo dois dtomos de nitrogénio em posi¢oes opostas no
anel (BISHNOI; ROCHELLE, 2002). O anel de piperazina (Figura 12) é usado com grande
éxito no desenvolvimento de novos farmacos (RATHI et al., 2016), em pH fisioldgico de
7,4, o grupo meti-piperazina da molécula de imatinibe passa 2/3 de seu tempo no estado
neutro; o resto do tempo ¢é protonada, geralmente no atomo de nitrogénio ligado ao grupo
metil (Figura 12)(ALEKSANDROV; SIMONSON, 2009).

m'@

Figura 12 — Grupo metilpiperazina ligado ao fragmento da molécula de imatinibe, nos
circulos em vermelho, possiveis locais de protonacao.

O
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1.4.2 Mutacoes

O mecanismo biolégico mais comum para resisténcia a um medicamento é o
surgimento de mutagdes pontuais na sequéncia da proteina (ROSKOSKI, 2015). No
caso da BCR-ABL, alteracoes de nucleotideos podem afetar uma infinidade de residuos,
criando mais de 70 pontos de mutagoes (ROSKOSKI, 2005), mudando profundamente o
comportamento da proteina. As principais posigoes de mutagoes (Figura 13), observadas
sao: posicao 252, onde o residuo de glutamina pode ser substituido por dois residuos
diferentes, uma histidina ou um residuo de arginina (Q252H ou Q252R); posi¢ao 253, na
qual o residuo de tirosina na posi¢ao 253 também ¢é passivel de sofrer mutacao, vindo a
ser substituido por um residuo de fenilalanina (Y253F). Uma mutagao importante é a da
posicao 315 onde um residuo de treonina é substituido por um residuo apolar de isoleucina
(T315I), além da mutacdo na posi¢ao 351, onde um residuo de metionina é substituido por
um residuo de treonina (M351T) (ROSKOSKI, 2015).

Localizado em ponto crucial para interacoes com o ATP, o P-loop tem a sequéncia
Gly-x-Gly-x-Gly-x-Val que abriga 7 mutacoes, como a mutacio E255K?, G250E*, que
além da posicao T315I° e M351T9, estes pontos representam mais de 60% dos casos de
mutagoes recorrentes na BCR-ABL (BANAVATH et al., 2014).

Varias mutacoes citadas acima estao por tras da resisténcia da BCR-ABL ao
imatinibe. Uma nova geragao de inibidores BCR-ABL foi desenvolvida, tendo como alvo
essas mutacoes, como: dasatinibe e nilotinibe. Cada um destes novos farmacos possui seu
proprio perfil de sensibilidade a cada mutagao, juntos podem inibir todas as variantes
mutantes, exceto a mutagao no residuo gatekeeper, T3151 (ROSKOSKI, 2015).

Mais recentemente, foi desenvolvida uma molécula que é capaz de inibir a atividade
BCR-ABL, mesmo com a mutacao T315. Infelizmente, esse inibidor, o ponatinibe, esta
associado a efeitos colaterais severos. Devido a resposta adversa, ele é usado apenas como

tratamento em tltimo recurso (ARIGHI; BORRELLO; SARIOLA, 2005).

1.4.3 Dasatinibe

A notével eficacia do imatinibe aumentou a esperanca de desenvolver novos trata-
mentos contra o cancer, vislumbrando uma variedade de inibidores quinases especificos
(FAJER; MENG; ROUX, 2016). O Dasatinibe surgiu devido ao desenvolvimento de resis-
téncia ao imatinibe por parte dos pacientes, ocasionada durante o tratamento da LMC,
e também a baixa eficicia deste medicamente nas fases mais avancadas da doenca, e as

mutagdes sofridas na sequéncia protéica da BCR-ABL, gerando novos estudos em desenho

3 Na posicdo 255 o residuo glutamato é substituido por uma lisina
4 Glicina sofrendo substituicio na posicao 250 por um glutamato
5 Treonina sofrendo substituicdo por isoleucina

6 Metionina sofrendo substituicdo por uma treonina
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Figura 13 — Em vermelho os pontos de possiveis mutagoes da proteina tirosina quinase
BCR-ABL, fonte:(COPLAND et al., 2009).

racional de farmacos (KEATING, 2016).

Aprovado para o tratamento de adultos com LMC na fases cronica, aguda ou
crise blastica resistentes ou intolerantes ao tratamento prévio com farmaco imatinibe, o
dasatinibe (Sprycel)(Figura 14) é um inibidor tirosina quinase BCR-ABL disponivel na
forma oral, sendo, in wvitro, 300 vezes mais ativo do que o mesilato de imatinibe. Também

é eficiente para outras quinases, como a familia SRC (COHEN, 2014).

A andlise da estrutura cristalina do dominio da quinase ABL no complexo com
dasatinibe pode indicar que os requisitos conformacionais de ABL sao menos rigorosos
para o dasatinibe do que para o imatinibe (PAEZ-RIBES et al., 2019), por estar ligado a
conformacao DFG-out. Além disso, nao esta envolvido em interagoes criticas com muitos
dos residuos possiveis de mutagao da alga ligagao de P-loop (PISCITANI et al., 2020).
Podendo explicar a atividade do dasatinibe em conseguir superar 14 das 15 mutagoes
resistentes ao imatinibe inicialmente identificadas. Posteriormente, mostrou ser menos
eficaz contra mutacoes adicionais, como a F317L e T315A e, principalmente, a T3151
(BUFFA et al., 2013).
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Figura 14 — Formula estrutural da molécula do dasatinibe.

1.4.4 Uso de Fldor em Farmacos

Cerca de 5000 produtos naturais contendo halogénio (Cl, Br, I) foram identificados e
encontrados em grande diversidade estrutural, contendo um ou varios halogénios, incluindo
o grupo CCls. Considerando que o fltior é o 13° elemento mais comum na crosta terrestre
e significativamente mais abundante do que outros halogénios, ha pouca incidéncia dos
compostos naturais contendo flior (STRONG; FRYER; KERRICH, 1984).

A importancia do fliior na descoberta de medicamentos é bem reconhecida. Cerca
de 20% dos medicamentos disponiveis no mercado contém pelo menos um atomo de fliior
na sua composicao, seja um grupo CF, CFy ou CF3. Em todos os projetos de descoberta
de farmacos, a abordagem de sintese com fliior é sistematicamente aplicada, a fim de
otimizar varias propriedades como: a afinidade com receptor, melhora no perfil de absorcao,
distribui¢do, metabolismo e excrecao (ADME) (DALVIT; INVERNIZZI; VULPETTI,
2014).

O estudo do uso de atomos de flior em farmacos (Figura 15) vem desde dos anos
1950 (MOORE, 2009). O fluorouracil (5-FU) foi patenteado em 1956 e entrou em uso
médico em 1962 (JOAG et al., 2016) com notavel atividade de inibi¢ao antitumoral, a
busca por seus andlogos mais potentes e seletivos para o tumor ainda é um area de pesquisa

muito ativa. FArmacos como a fludrocortisona’

e o 5-FU, constituiram a mudanca de
paradigma fundamental na visao do lugar do fliior em pesquisas relacionadas a quimica

medicinal, propondo melhorias das propriedades farmacoldgicas e aumento da eficacia

T A fludrocortisona foi descrita na literatura em 1953 e foi introduzida para uso médico (como o éster de

acetato) em 1954. Foi o primeiro corticosteroide sintético a ser comercializado e seguiu-se & introdugédo
da cortisona em 1948 e da hidrocortisona (cortisol) em 1951. A fludrocortisona também foi o primeiro
farmaco contendo flior a ser comercializado (KHAN; PARK; LEE, 2005; POLITO et al., 2016)
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terapéutica (SURESH; GHOSH; CHOPRA, 2021).
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Figura 15 — Férmulas estruturais: Fludrocortisona e Fluorouracil.

Entretanto, é interessante mencionar que, nos anos 1940 — 1950, a ideia de introduzir
flior em moléculas de produtos naturais era inconcebivel. O pensamento prevalecente da

época, sugeria claramente que o flior é elemento abiético(VINTELER et al., 2015).

Hoje em dia ja nao é surpreendente a substituicdo do grupo metil por trifluorometil
em um anel fenilico, como acontece no nilotinibe e ponatinibe, ou por grupo pentafluorofenil,
levando a um resultado estereoquimico diferente da molécula nao substituida. O efeito na
atividade biologica de compostos organicos com adi¢ao de atomos de fluor é bastante sutil
e dificil de prever. Embora possa contribuir para melhor as caracteristicas desejadas em
um farmaco, esta adicao pode potencializar a toxidade da molécula, que pode ser um dos
motivos para pouca incidéncia de compostos naturais contendo flior (WANG et al., 2013;
ZHOU et al., 2016).

1.4.5 Nilotinibe

O farmaco nilotinibe (Figura 16) é uma nova aminopiridina, disponivel na forma
oral (KANTARJIAN et al., 2006). E um inibidor de segunda geracao, desenvolvido para
atender a necessidade médica nao atendida de seus predecessores, imatinibe e dasatinibe,
relacionada a intolerdncia e resisténcia, sendo um exemplo a mutagao da fenilalanina na
posigao 317 substituida por leucina (ZHOU et al., 2016). No entanto, nao eficaz & mutacao
T3151 (HUGHES, 2006).

Usando como molde a molécula de imatinibe, as diferencas mais explicitas em
sua estrutura é, em primeiro lugar, a modificacdo do grupo metil-piperazina presente
no imatinibe (Se¢ao 1.4.1) por metil-imidazol. Em segundo lugar, a adigdo de um grupo
trifluorometil no anel fenilico (GORA-TYBOR; ROBAK, 2008). E um inibidor de quinase

ligado a conformacao DFG-out, com alvo melhorado e especifico, baseando-se na compre-
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ensao dos mecanismos moleculares do farmaco de primeira geracao. E um inibidor mais
potente que o imatinibe e o dasatinibe. Entretanto, com efeitos colaterais mais severos,

tornando-o nao elegivel como primeira escolha no tratamento (BUBLIL; YARDEN, 2007).

Figura 16 — Férmula estrutural da molécula de nilotinibe.
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1.4.6 Ponatinibe

O ponatinibe (Figura 17), inicialmente conhecido como AP24534 é um inibidor
de multi tirosina quinase, oralmente ativo. E atualmente aprovado pela Food and Drug
Administration dos EUA para tratar pacientes com leucemia mieldide cronica e leucemia
linfoblastica aguda positiva para cromossomo Filadélfia, visando especificamente a mutagao
do gene ABL (BUBLIL; YARDEN, 2007).

A estrutura quimica e modo de ligacdo esquematica desse farmaco demonstraram
ser um inibidor constituido por varios médulos designados de molde, como demonstraremos
nos capitulos (3.1 e 3.3). Os locais dentro do dominio da quinase ABL sdo visados a cada
modulo de ligagao e também sao especificados, incluindo a regiao da dobradica da quinase,
o bolso hidrofébico localizado atras do residuo gatekeeper ® e bolso associado ao modo de

ligagdo DFG-out (AVILA; ROMEIRO, 2010).

Ponatinibe exibe uma ligacao carbono-carbono tripla (ligagao etinil) entre o grupos
metil-fenil e purina (O'HARE et al., 2009). Ele mantém a cadeia lateral de isoleucina sem
interferéncia estérica e sem qualquer perda de ligacao de hidrogénio. O ponatinibe também
mostrou padrao de ligacao semelhante (DFG-out) ao imatinibe e nilotinibe que interage
com os residuos Met318, Asp381 e a cadeia lateral de Glu286 (MEANWELL, 2018).

Figura 17 — Férmula estrutural da molécula de ponatinibe.

Estudos apontam que o ponatinibe foi capaz de inibir a mutacao T3151 e também as
outras mutacoes da quinase BCR-ABL. Entretanto, efeitos adversos do uso do medicamento,
fez com que seja indicado apenas quando hé falha no papel inibitorio por outro farmaco
(BUBLIL; YARDEN, 2007).

8

O gatekeeper é distinto para as diferentes quinases e é responsavel por definir o volume do sitio de
ligacdo do ATP (PAULL BARREIRO; BARBOSA, 2018a).
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Administracao de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration) emitiu uma suspensao clinica parcial do novo estudo experimental para o
ponatinibe, em 9 de outubro de 2013, devido ao aumento do niimero de coagulos sanguineos
observados em pacientes que tomavam o medicamento. Eventos tromboembdlicos venosos
ocorreram em 6% dos pacientes. Os eventos adversos mais comuns em todos os graus
inclufram hipertensao (69%), erupcao cutanea (63%), dor abdominal (48%), fadiga (47%),
dor de cabeca (43%), isquemia arterial (42%), pele seca ( 42%), constipagao (41%), artralgia
(32%), ndusea (28%), pirexia (26%), neuropatia periférica (24%), mialgia (24%), dor nas
extremidades (23%), dor nas costas (21%) e diarréia (20%). Além disso, foram relatados

casos da sindrome da encefalopatia reversivel posterior (LEUKEMIA, 2013).
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1.5 Modelagem Molecular de Farmacos

A busca por alivio e cura de doencas, usando ervas e folhas, talvez tenha sido uma
das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. A histéria é rica em exemplos
da utilizacao de recursos naturais na medicina. Medicinas tradicionais e milenares, como a
chinesa e indigenas, desenvolveram-se com eficiéncia por meio do uso de produtos naturais,

sendo fonte de estudo até os dias atuais. (JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

No periodo de 1950-1980 a quimica medicinal em colaboragao com a farmacologia
eram os pilares dos programas de pesquisa em farmacos. Devidos a avangos tecnolégicos
em diversas areas como: determinagao de estruturas protéicas por difracdo de raios-X
(mioglobina e hemoglobina), a produgdo do primeiro computador de acesso multiplo,
prototipo para o desenvolvimento dos computadores modernos. Criacao do Protein Data
Bank (PDB), modificagdo molecular, criaram o ambiente favoravel a obtengao do primeiro
farmaco, pela aplicacao da estratégia denominada descoberta de farmaco baseada em
estrutura (traducao livre do inglés structure-based drug discovery), sendo o captopril

(Figura 18) o primeiro firmaco obtido por essa via (LIMA, 2007).
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Figura 18 — Estrutura do farmaco captopril, fonte:(NOCEK et al., 2010), é inibidor
enzimatico, sua principal indicacao ¢ para o tratamento de hipertensao arterial.
Ele também tem indicacao para alguns casos de insuficiéncia cardiaca. O
captopril foi o primeiro farmaco obtido por meio da nova técnica, resultado
da pesquisa do veneno da cobra jararaca, conduzido por Sérgio Ferreira e
colaboradores(AKIF et al., 2010).

A partir destes pilares, o conhecimento natural e molecular, juntamente com avan-
¢os tecnoldgicos, a industria farmacéutica entrou em um novo momento, impulsionada
pela elucidagao de processos quimicos e biolégicos por meio da estrutura tridimensional
de pequenas e macromoléculas. A maior parte dessas tecnologias fornece a comunidade
cientifica grande diversidade de dados e informagoes que podem ser traduzidas em conheci-
mento quimico e biologico, reunidas em grandes bancos de dados como protein Data Bank
(BARREIRO et al., 2002).
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Esses avancgos deram origem a bioinformatica, que incrementou a aplicacao de
estratégias de planejamento de farmacos. Os estudos dos processos evolutivos de reconhe-
cimento molecular em sistemas biologicos assumem grande importancia, pois constituem
as bases fundamentais para o entendimento de propriedades como afinidade e seletividade,
mostrando-se eficazes no manejo de dados e o conhecimento da topografia molecular
tridimensional (3D) do receptor, especialmente do sitio de intera¢do, permitindo o desenho
de inibidores enzimaticos por processos de complementaridade molecular planejada de
alvos moleculares e ligantes (RODRIGUES et al., 2012).

O papel desempenhado pela mecinica quantica e mecanica molecular, permite
a interpretacao de propriedades microscopicas, com informagoes em niveis atémicos e
molecular(ARROIO et al., 2005). Portanto, a quimica computacional vem conquistando

definitivamente seu espaco entre as metodologias que investigam os mais diversos fenomenos
quimicos (LEAL et al., 2010).

Neste intuito, a quimica computacional, junto a bioformatica, contribui para o
entendimento da nocao tradicional de uma complementaridade entre a chave e a fechadura,
inicialmente proposto por Emil Fischer, em 1894 (LICHTENTHALER, 1995). Esta com-
plementaridade, em nivel molecular, seria observada através de interacoes intermoleculares
como: interagoes hidrofébicas, interagoes de van der Waals, ligagdes de hidrogénio entre

outras, sendo capazes de estabilizar a energia livre do complexo receptor-farmaco.

A habilidade de desenvolver modelos que predigam o reconhecimento molecular de
uma molécula (ligante) por um determinado biorreceptor, impulsionou o desenvolvimento
de softwares para triagem in silico, aplicando-se a abordagem conhecida como “screening”
virtual. Esta estratégia visa acelerar o processo de identificagdo de ligantes, contribuindo
para o processo da descoberta de farmacos (LIMA, 2007). As técnicas de triagem virtual,
pela utilizagao de métodos computacionais, auxiliam na selecao de compostos organicos
promissores como ligantes de alvos, tanto do ponto de vista farmacoférico como do ponto

de vista de suas propriedades fisico-quimicas (JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Associados aos métodos de modelagem molecular, os métodos estatisticos conhecidos
como quimiométricos sao amplamente usados em processos quantitativos do planejamento
molecular. O uso de descritores fisico-quimicos em correlacoes entre estrutura e proprie-
dade, estao hoje embasados em informagoes tridimensionais que codificam a conformagao
molecular, e os planejamentos estatisticos, acessiveis pelos métodos computacionais (LEAL
et al., 2010).
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1.6 Objetivos

O objetivo desse trabalho é utilizar ferramentas computacionais para
apontar semelhancas estruturais e eletronicas entre os inibidores classicos da
leucemia mieloide cronica, como a presenca de grupos comuns a todos os
inibidores e modificagoes que cada nova geragao pos-imatinibe trouxe e apontar
as contribuicoes eletronicas e estruturais trazidas por eles, na interacao com

proteina tirosina quinase BCR-ABL mutada.

No que se refere a proteina, estudar os sitios de ligacao tentando deter-
minar sua extensao, afim de mensurar por meio de técnicas hibridas, até qual

distancia do sitio ativo a mutacao pode influenciar seu comportamento.

1.6.1 Objetivos Especificos:

» Por meio da ferramenta de docking, descrever as principais interagoes entre a proteina

e a molécula do inibidor;

e Descrever o tipo e a distancia da interacao das oito moléculas avaliadas, entre elas

estao inibidores: imatinibe, dasatinibe, nilotinibe, ponatinibe, niloH, niloCl, pontH e

pontCl;

o Estudar as proteinas que estao na forma selvagem e mutada, onde a selvagem

apresenta-se em duas conformacoes DFG-out e DFG-in;

o Comparar a auséncia ou presenca de interacoes em locais especificos da proteina e

dos inibidores;

» Estudar regioes especificas de cada inibidor, comparando entre si, para tracar um

padrao evolutivo, seguido no desenho das novas geracoes de farmacos pés-imatinibe;

o Estudar a influéncia de descritores eletronicos dos inibidores, nas interagoes com as

proteinas, como orbitais de fronteira, cargas ChelpG, distribuicao dos orbitais de

fronteira no esqueleto das moléculas, interacoes nao covalentes e NBO;

» Estudar, na proteina, os locais de ligagao de cada inibidor classico explorado, para

entender como estes fatores impactaram a funcao de score.
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2 METODOLOGIA

Nas ultimas décadas, a quimica computacional vem conquistando definitivamente
seu espago entre as metodologias que investigam os fendomenos quimicos. Essa conquista

deve-se ao grande progresso das metodologias tedricas, assim como aos avangos tecnologicos

na area de informatica (ARROIO; HONORIO:; SILVA, 2010).

Devido a estes progressos na area computacional e no desenvolvimento de eficientes
algoritmos de calculos, um grande avanco também foi verificado no desenvolvimento
dos célculos quimico-quanticos. Célculos quimico-quanticos sao, uma grande fonte de
descritores moleculares que podem, em principio, expressar muitas propriedades geométricas
e eletronicas das moléculas e suas interacoes. De fato, varios estudos recentes empregam
descritores quimico-quanticos isoladamente ou combinados com descritores convencionais
(LEAL et al., 2010). Neste capitulo, serdo descritos os métodos empregados neste trabalho,

de uma forma resumida.

A quimica computacional tem apresentado resultados cada vez mais confidveis
sobre geometria molecular e outras propriedades, que sao provenientes de experimentagoes
quimicas ou derivados de abordagens puramente teéricas, podendo ser obtidas através de

métodos de mecanica molecular e de estrutura eletronica, como o funcional da densidade
(ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010).

2.1 Equacao Schrodinger

Foi em 1925 que o fisico austriaco Erwin Schrodinger marcou o inicio da Mecéanica
Quantica moderna ao propor a famosa equacao que hoje tem seu nome. Este trabalho
resultou em seu Prémio Nobel de Fisica em 1933 (SAUER; MAJER, 2009). Levando-se em
consideracao que estamos interessados em uma descricao de um sistema, em um estado
estacionario, nés utilizamos a equagao de Schrodinger independente do tempo (CUSTODIO
et al., 2002). Neste sentido, a interpretagao fisica é um postulado fundamental da mecénica

quantica, onde a autofuncao define o estado do sistema em cada posicao espacial e temporal
(DONG; XU, 2008).

A equacao de Schrodinger independente do tempo é dada por:
H|U) = ¢|U(F, R)) (2.1)

Sendo H o operador hamiltoniano, descrito na Equagao 2.2 em unidades atémicas, ¥ a
funcao de onda que descreve todo o sistema e E a energia de um dos estados desse sistema,

que freqlientemente corresponde aquela do estado fundamental, ou seja, ao de menor
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energia. As letras i e j sao indices para os elétrons e rj; a distancia elétron-elétron. As letras
A e B referem-se aos nuicleos, M4 é a massa do ntcleo, rja a distancia elétron-nicleo e
R g a distancia entre os nucleos. O primeiro termo do operador Hamiltoniano é referente
a energia cinética dos elétrons, o segundo termo desta equacao refere-se a energia cinética
dos nucleos. O terceiro termo ¢é o potencial de atracao entre os elétrons e o niicleo, com
rja a distancia entre os elétrons i e o nucleo A. O quarto termo é a energia potencial

de repulsao entre os nucleos. O ultimo termo é o potencial de repulsao entre os elétrons
(OSTERMANN; PRADO, 2005).
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7.4 nimero atomico do atomo A, Zp é o nimero atdémico do atomo B, R4p, é a distancia
entre os niicleos 4 e B, V? e V% sio os operadores Laplacianos em relagio as coordenadas

cartesianas de elétrons e ntcleos, respectivamente.

2.1.1 Aproximacdo de Born-Oppenheimer

A aproximagao de Born-Oppenheimer (BO) é a suposigao de que o movimento de
nucleos atomicos e elétrons em uma molécula podem ser separados. A abordagem tem o
nome devido a Max Born e J. Robert Oppenheimer. Em termos matematicos, permite
que a funcao de onda de uma molécula seja quebrada em seus componentes eletronicos e

nucleares (vibracionais, rotacionais) (BAER, 2006).

qjtotal = \Ijeletrénico + \I’nuclear (23)

A aproximagao de Born-Oppenheimer, como é conhecida, trata-se de um argumento
logico para tentar solucionar parte do problema, ao impor a condi¢ao de fixos para a
descricao do movimento eletronico, ntcleos levando em conta sua massa ser muito maior
que a dos elétrons (cerca de 1836 vezes). Essa aproximagao assume que os niicleos deslocam-
se bem mais lentamente que os elétrons os quais adaptam-se instantaneamente a diferentes
configuragoes no campo de ntcleos fixos, qualquer deslocamento nuclear causa efeito quase

que instantaneo sobre os elétrons (BAER et al., 1996).

A aproximacao de Born-Oppenheimer consiste basicamente em resolver o operador
Hamiltoniano da Equacao 2.1 separarando-o em duas partes, sendo uma de carater

eletronico e a outra de cardter nuclear, ou seja, reescrevendo a Equagao 2.2 (AVRON;
ELGART, 1999).
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2.1.2 Método Hartree-Fock

A origem do método de Hartree-Fock remonta ao final da década de 1920, logo
ap6s a descoberta da equacao de Schrodinger de 1926. Em 1928, Douglas Hartree intro-
duziu o chamado método do campo auto-consistente de Hartree (do inglés SCF) (NEST;
KLAMROTH; SAALFRANK, 2005).

A aproximacao de Hartree assume que a funcao de onda é o produto de orbitais
mono-eletronicos. Além disto, ainda héa a aproximacao do campo central, no qual cada
elétron esta sujeito a um potencial advindo da média do potencial de todos os outros
elétrons. Em 1930, Slater e Fock mostraram que o método de Hartree da a melhor funcao
variacional. Slater e Fock apontaram a principal deficiéncia do método de Hartree, ao
ter usado uma funcgao de orbitais espaciais, sem levar em conta a antisimetria. Somente
em 1930 é que Fock usou spin orbitais antisimetrizados, este ¢ o chamado método de
Hartree-Fock (FREITAS; OLIVEIRA, 2018).

O método Hartree-Fock, apesar de seu quadro fisicamente mais preciso, foi pouco
utilizado até o advento dos computadores eletronicos nos anos 50, devido a quantidade
de célculos a serem realizados. Inicialmente, tanto o método de Hartree quanto o método
de Hartree-Fock foram aplicados exclusivamente aos atomos, onde a simetria esférica do
sistema permitiu simplificar o problema (BARRETO, 2006).

O método Hartree-Fock (HF) é um método de aproximagao para a determinagao
da funcdo de onda e a energia de um sistema quantico de muitos corpos em um estado
estacionario. A solucao de Hartree-Fock é o ponto de partida central para a maioria dos
métodos que descrevem o sistema de muitos elétrons com mais precisao, denominados

métodos Pés-Hartree-Fock (MONTE; VENTURA, 2011).

O método de Hartree-Fock assume que a fungao de onda exata do sistema pode
ser aproximada por um unico determinante de Slater de N spin-orbitais. Pode-se derivar
um conjunto de N equacoes acopladas para os orbitais de /N spins. Uma solugao dessas
equagoes produz a funcdo de onda de Hartree-Fock e a energia do sistema (BARRETO,
2006).

2.1.3 Teoria do Funcional da Densidade

A teoria do funcional da densidade (DFT) é um método computacional de modela-
gem empregado em diversos campos da ciéncia, quimica, biologia e ciéncia de materiais,
para investigar a estrutura eletronica de sistemas de muitos corpos, em particular atomos,
moléculas e as fases condensadas. Usando esta teoria, as propriedades de um sistema de
muitos elétrons podem ser determinadas utilizando densidade eletronica (PITONAK et
al., 2008; DUARTE, 2001a).

A partir da década de 1970, a DFT mostrou-se, inicialmente, ser uma importante
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ferramenta para a fisica de estado sélido (MOURIK; BuHL; GAIGEOT, 2014). Entretanto,
somente comecou a ter um uso mais consolidado na quimica, na década de 1990, quando
aproximacgoes do funcional de troca-correlagao (XC) tornaram a DFT bastante precisa,

principalmente impulsionados pelo método do gradiente generalizado (generalized gradient
approximations, GGA) (PERDEW et al., 1992).

Embora a teoria do funcional da densidade tenha suas raizes no modelo de Thomas-
Fermi para a estrutura eletronica de materiais, a DF'T foi primeiramente colocada em uma
base teorica sélida por Walter Kohn e Pierre Hohenberg, no contexto dos dois teoremas
de Hohenberg-Kohn (H-K). Os teoremas originais de H-K foram definidos apenas para

estados fundamentais nao degenerados na auséncia de um campo magnético.

O primeiro teorema de H-K demonstra que as propriedades do estado fundamental
de um sistema de muitos elétrons sao determinadas unicamente por uma densidade de

elétrons, que depende apenas de trés coordenadas espaciais (COSTA et al., 2018).

O segundo teorema de H-K define uma energia funcional para o sistema e prova

que a densidade eletronica exata do estado fundamental minimiza essa energia funcional

(TONELLI, 2006).

Em um trabalho que mais tarde lhes valeu o prémio Nobel de quimica, o teorema
de H-K foi desenvolvido por Walter Kohn e Lu Jeu Sham para produzir os denominados
orbitais de Kohn-Sham DFT (KS DFT). Dentro dessa estrutura, o intratdvel problema
de muitos corpos de elétrons interagentes em um potencial externo estatico é reduzido
a um problema tratavel de elétrons nao-interativos movendo-se em um potencial efetivo.
O potencial efetivo inclui o potencial externo e os efeitos das interagoes de Coulomb
entre os elétrons, por exemplo, as interagoes de troca e correlagdo de elétrons. Modelar os
dois tultimos termos é a dificuldade dentro da KS DFT. A aproximacao mais simples é a
aproximagao de densidade local (LDA), que é baseada na energia de troca exata para um
gas de elétrons uniforme, que pode ser obtido do modelo de Thomas-Fermi, e da energia de
correlagdo para um gas de elétrons uniforme. Sistemas nao interagentes sao relativamente
faceis de resolver. Além disso, a energia cinética de tal sistema é conhecida exatamente. A
parte de troca-correlacdo da energia total funcional permanece desconhecida e deve ser
aproximada (DUARTE, 2001a).

Como de costume, nos calculos de estrutura eletronica de muitos corpos, os nicleos
das moléculas ou aglomerados tratados sdo vistos como fixos (a aproximagao de Born-

Oppenheimer), gerando um potencial externo estatico V no qual os elétrons estao se
movendo (BARRETO, 2006).
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2.1.3.1 Aproximacdes de densidade local (LDA)

Sao uma classe de aproximagoes para a energia de troca e correlagao (XC). Muitas
abordagens podem produzir aproximacoes locais para a energia XC. No entanto, aproxi-
macoes locais extremamente bem-sucedidas sdo aquelas que foram derivadas do modelo
homogéneo de gés de elétron (HEG). A este respeito, LDA é geralmente sinénimo de

funcionais baseados na aproximacao HEG, que sao entao aplicados a sistemas realistas

(moléculas e sélidos) (DUARTE, 2001b).

Em geral, para um sistema nao polarizado de spin, uma aproximagcao de densidade

local para a energia de troca e correlagao ¢ escrita como

EEPAp] = [ p(r)eaclp(r)) dr | (2.4)

em que p é a densidade eletronica e exc é a energia de troca e correlagao por particula de
um gés de elétron homogéneo de densidade de carga p. A energia de troca e correlagao é

decomposta em termos de troca e correlacao linearmente.

2.1.3.2 Aproximacdo do Gradiente Generalizado (GGA)

Se a densidade eletrénica nao for uniforme, a aproximagdo LDA nao descreve bem
os sistemas reais, ja que os elétrons estao sujeitos a variacao espacial do campo elétrico dos
nicleos e se repelem mutuamente. Nesse contexto, surge a aproximacao GGA (do inglés,
Generalized Gradient Approximation) que considera a varia¢ao espacial da densidade ao

propor o funcional de troca e correlagdo que depende da densidade, p(7), e do gradiente
da densidade Vp(7), Genericamente (ASSADI; HANAOR, 2013):

Eyem ES) = [ f(p(x), Vp(r) )dr (25)

Existem varias escolhas para a fun¢ao f e isso implica em diferentes aproximagoes
GGA, como os funcionais PBE (proposto por J. P. Perdew, Kieron Burke e Matthias
Ernzerhof em 1996) e BLYP (que combina o funcional de troca proposto por A. D. Becke
(1988) com o funcional de correla¢do formulado no mesmo ano por C. Lee, W. Yang e
R. Parr). As aproximagoes GGA descrevem bem as ligagoes quimicas, mas falham na
descri¢ao de interagoes fracas como as forgas de van der Waals (MOURIK; GDANITZ,
2002). Neste caso, uma das solugoes mais usadas sao as corre¢oes de Grimme (GRIMME

et al., 2010).

Sao uma classe de aproximacoes para o funcional de energia de troca-correlagao
na teoria do funcional de densidade (DFT), que incorpora uma por¢ao de troca exata da
teoria Hartree-Fock com o resto da energia de correlagao de outras fontes (ab initio ou
empirica). Uma das versoes mais comumente usadas é BSLYP (ZHAO; TRUHLAR, 2006).
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A abordagem hibrida para construir aproximacgoes funcionais de densidade foi introduzida
por Axel Becke em 1993. A hibridizacao com troca Hartree-Fock (HF) (também chamada de
troca exata) fornece um esquema simples para melhorar o cdlculo de muitas propriedades
moleculares, como energias de atomizac¢ado, comprimentos de ligagao e frequéncias de
vibracao (ZHAO; TRUHLAR, 2007).

2.1.3.3 Funcdes de Base

o Funcgoes Hidrogendides
Nos primeiros anos de desenvolvimento computacional dos programas a serem
utilizados para resolver as equacoes de Hartree-Fock, a escolha pelo tipo de funcao de
base recaiu naturalmente sobre as func¢oes hidrogendides, uma vez que haviam sido
obtidas como solugao exata da equacao de Schrodinger para dtomos monoeletronicos
e correspondiam a fungdes orbitais para esses dtomos (MORGON; CUSTODIO,
2001).

e Funcgoes de Slater

Um dos primeiros casos de fungoes de base bem sucedidas, no sentido de simplificar
a determinacao das integrais de energia foram as fungoes de Slater. Estas func¢oes
apresentam uma certa semelhanca com as fungdes hidrogendides. Uma das diferencas
entre os dois tipos de fungoes estéd relacionada ao tipo de potencial que possibilitou
o seu desenvolvimento. Outro aspecto que diferencia as fungoes hidrogenodides das
fungoes de Slater esté no fato de que as primeiras sao fungoes ortogonais, enquanto que
as fungoes de Slater correspondem a fungoes nao-ortogonais (MORGON; CUSTODIO,
2001).

« Funcgoes Gaussianas
Fungoes de Slater nao permitem uma resolugao analitica e rapida das integrais de
dois elétrons de mais de um centro ou ainda integrais de atragao nuclear de trés
centros. Para contornar o problema da solugao analitica de integrais de energia,
fungoes do tipo gaussiana (Gaussian Type Orbitals - GTO) foram introduzidas
(MORGON; CUSTODIO, 2001).

e Funcgoes de Polarizacao

As fungoes de polarizagao auxiliam na descri¢ao das distor¢oes da nuvem eletronica em
ambiente molecular, importantes na descricao das ligagoes quimicas, e correspondem
a fungoes adicionais com momento angular diferente daquele apresentado pela base
original. Por exemplo, para o atomo de carbono uma funcao de base convencional
incluiria apenas fungoes de base do tipo s e p. A inclusao de fungoes de polarizacao
corresponderia a inclusdo de fungoes do tipo d, f, g, etc (MORGON; CUSTODIO,
2001).
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» Funcoes difusas

Um outro conjunto de fungoes usualmente incluido em calculos moleculares é o das
fungoes difusas. Ao contrario das fung¢oes de polarizagao que alteram significativa-
mente diversas propriedades moleculares, este conjunto é normalmente necessario
para o calculo de propriedades de anions. Como mencionado anteriormente, as fungoes
de base sao frequentemente desenvolvidas em sistemas atomicos neutros. Quando
sao utilizadas em sistemas anidnicos, a nuvem eletronica desses sistemas apresenta
uma tendéncia a expansao, além do que, a descri¢cao do comportamento deste elétron
adicional nao havia sido contemplada na obten¢ao do conjunto de base atomica.
Uma vez que a facilidade com que a distribuicao eletronica tem de expandir-se
esta diretamente relacionada ao conjunto de base utilizado, pode-se verificar que o
conjunto de base original deve ser aumentado na regiao de valéncia, ou seja, devem
ser incluidas fungoes de base do mesmo tipo das funcoes ja existentes, mas com
expoentes que descrevam melhor a regiao de valéncia (MORGON; CUSTODIO,
2001).

2.1.4 Métodos Semiempiricos

Os métodos semiempiricos em quimica quantica sao baseados no formalismo Hartree-
Fock, mas utilizam varias aproximacoes e empregam alguns parametros obtidos a partir
de dados experimentais. Sao muito importantes na quimica computacional por serem
adequados ao tratamento de grandes moléculas, onde a aplicacdo do método Hartree-Fock
¢ computacionalmente cara ou nao factivel. O uso de parametros empiricos surgiu para
permitir inclusdo de alguns efeitos de correlagdo (STEWART, 2004).

Os métodos semiempiricos sucedem aos chamados métodos empiricos, onde o termo
de dois elétrons do Hamiltoniano nao esta incluido de forma explicita. Para os sistemas
com elétrons 7 foi bastante utilizado o método de Hiickel, proposto por Erich Hiickel. Para
os sistemas com elétrons de valéncia é empregado o método de Hiickel estendido, proposto
por Roald Hoffmann (STEWART, 2004).

Algumas informagoes (como integrais de dois elétrons) sao as vezes aproximadas ou
completamente omitidas. Para corrigir essa perda, métodos semi-empiricos sao parametri-
zados, ou seja, seus resultados sao ajustados por um conjunto de parametros, normalmente
de modo a produzir resultados que melhor concordem com dados experimentais, e/ou com
resultados ab initio (JUNIOR et al., 2009). Os métodos/parametrizagoes semiempiricos
derivados da aproximagao NDDO de Pople, mais utilizados, sato MNDO, AM1, PM3, PM5,
PM6. RM1, e PM7. Trataremos a seguir dos dois mais bem sucedidos, o PM3 e o PM6
(STEWART, 2012).

PM3

PM3, ou Método Paramétrico 3, € um método semiempirico para o calculo quantico da
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estrutura eletronica molecular em quimica computacional . Baseia-se na aproximacao
NDDO ( do inglés Neglect of Differential Diatomic Overlap) devido a John Pople. O
método PM3 usa o mesmo formalismo e equagoes que o método AM1 . As tinicas diferencas

sao:

1. O PM3 usa duas funcoes gaussianas para a funcao de repulsao central, em vez
do nimero varidvel usado pelo AM1 (que usa entre um e quatro gaussianos por

elemento)

2. Os valores numéricos dos parametros sao diferentes. As outras diferencas estao na
filosofia e na metodologia utilizadas durante a parametrizagao: enquanto o AM1
retira alguns dos valores dos parametros das medicoes espectroscopicas, o PM3 os

trata como valores otimizaveis.

O método foi desenvolvido por J.J.P Stewart e publicado pela primeira vez em 1989. Ele é
implementado no programa MOPAC (cujas versoes mais antigas sdo de dominio ptblico)
(STEWART, 1989).

PM6

O PM6 é um método semiempirico desenvolvido recentemente, que segue a tradigcao
de outros métodos NDDO, como MNDO, AM1, PM3, SAM1 e PM5. Embora enfatize
levemente os sistemas bioquimicos na parametrizacao, o PM6 é um modelo de uso geral de
boa qualidade (BHULLAR et al., 2009). O desempenho geral do PM6 é melhor que o do
AMI1, PM3 ou RM1 para sistemas tradicionais. Resultados de qualidade semelhante sao
obtidos para potenciais de ionizacao, momentos dipolares e geometrias (REZAC; HOBZA,
2011).

2.1.5 Campo de Forca

Com base na Mecénica Molecular (MM), as moléculas sdo tratadas como uma
colecao de atomos que pode ser descrita por forcas Newtonianas, ou seja, sao tratadas
como uma cole¢do de particulas mantidas unidas por forcas harmonicas ou elasticas. Um
conjunto completo dos potenciais de interagao entre as particulas é referido como “campo
de for¢a”. O campo de forca empirico, tal como é conhecido como uma func¢ao energia
potencial, permite que a energia potencial total do sistema, V(r), seja calculada a partir
da estrutura tridimensional (3D) do sistema. V(r) é descrito como a soma de varios termos
de energia, incluindo os termos para atomos ligados (comprimentos e angulos de ligagao,
angulos diedros) e os termos para dtomos nao ligados (interacoes de van der Waals e de
Coulomb)(NAMBA; SILVA, 2008). Um tipico campo de forga é representado pela Equagao
2.6:
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V(r) =XWe + EVy 4+ ZViaw + XVerer (2.6)

Em que, V(r) é a energia total de estiramento da ligacao em relagao a seu valor de equilibrio
(ou ideal), V. é a energia de deformagao do angulo de ligacdo em relagdo a seu valor
de equilibrio, Vy é a energia devido a torcao em torno de uma ligagdo, V,q, representa
a energia das interacoes de van der Waals e V. representa as energias de atragao ou
repulsdo eletrostatica entre duas cargas (NAMBA; SILVA, 2008). A forma padrao para
representar os potenciais harmonicos devido as oscilagdes dos comprimentos e angulos de
ligacao com relagao aos valores de equilibrio é a utilizacao da Lei de Hooke (CASEWIT;
COLWELL; RAPPE, 1992), mostrada nas equagoes 2.7 e 2.8:

Vi = Ki(I —1y)* (2.7)

Vo = Ky(0 — 0)° (2.8)

em que [ e 6 sdo os comprimentos e angulos de ligacao, respectivamente, ly e 6y sao os
correspondentes valores de equilibrio e K; e Ky as constantes de forca para a restituicao aos
respectivos valores de equilibrio. A aproximagao harmonica é valida somente para pequenas
distor¢oes com relacao aos valores de equilibrio (RAPPE et al., 1992; ADDICOAT et al.,
2014).

A forma funcional padrao para representar o potencial de energia para uma tor¢ao
estd mostrada na Equacao 2.9:

Vs = ‘21(1 + cos(ng — ) (2.9)

Em que V,, é a barreira de energia para a tor¢ao, n é o nimero de méaximos (ou minimos)
de energia em uma torgao completa, ¢ é o angulo diedro e v é o angulo de fase (defasagem

no angulo diedro que pode gerar um ponto de minimo ou de méximo na posigao ¢ = 0)
(NAMBA; SILVA, 2008).

O ntmero de campos de forca desenvolvidos para aplicagdo em moléculas biolo-
gicamente interessantes é consideravelmente grande, provavelmente por causa da maior

complexidade das interagoes que envolvem grupos ionicos e polares em solucao aquosa

(DICKSON et al., 2014).

A simulacdo de moléculas biologicas depende da precisao e campos de forga confia-
veis que reproduza a condicao observada. Para habilitar simulacoes de grandes biomoléculas,
fungoes empiricas de energia potencial foram criadas, usando principios de mecanica mo-
lecular. Esses fung¢oes potenciais foram desenvolvidas nas ultimas quatro décadas para
permitir a simulagao rdpida e precisa de residuos de aminodcidos e acidos nucleicos (ADURI
et al., 2007).
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A aplicacao de modelos baseados em computador, usando fungoes analiticas de ener-
gia potencial, dentro da estrutura da mecanica classica, tem se mostrado uma ferramenta
cada vez mais poderosa para estudar moléculas de interesse bioquimico. Essas aplicacoes
da mecanica molecular empregaram minimizagao de energia, dindmica molecular e métodos
de Monte Carlo para mover-se nas superficies de energia potencial analitica. Tais métodos
tém sido usados para estudar uma ampla variedade de fendmenos, incluindo moléculas
organicas, estrutura e dindmica de liquidos simples e complexos, termodinamica da ligacao
do ligante a proteinas e transi¢des conformacionais em &cidos nucléicos (MEAGHER,;
REDMAN; CARLSON;, 2003).

Em principio, eles sao capazes de fornecer uma visao de todo o espectro de interagoes
nao covalentes entre as moléculas e, quando combinados com céalculos de estrutura eletronica
da mecanica quantica, modelar mudancas de ligagoes covalentes, essencialmente todas
as interagoes moleculares. Dada a sua importancia, muito esfor¢o foi despendido em
consideracao, tanto da forma funcional como dos parametros que devem ser estabelecidos
para aplicar tais fungoes analiticas de energia potencial (ou “campos de for¢a”) (CORNELL
et al., 1995).

O uso de parametros empiricos permite que eles (em casos favordveis) modelem
mudancas conformacionais e energias de interacdo nao covalentes com muita precisao. Um
campo de forca bem-sucedido no projeto de drogas deve funcionar bem, tanto para as
moléculas biologicas quanto para as moléculas organicas que interagem com elas. Entre eles
temos o campo de forca AMBER desenvolvido por grupos de pesquisadores de diferentes
instituicdes. O campo de forca Amber funciona para a maioria das moléculas farmacéuticas
(WANG et al., 2004).

AMBER é um campos de forga amplamente utilizados na simula¢ao de moléculas

que possuem os parametros necessarios para o nucleosideos e aminoacidos comuns, fosfatos
e 4cidos nucleicos (ADURI et al., 2007).

2.1.6 NBO

Método de orbital natural de ligagdo (NBO) refere-se a um conjunto de algoritmos
matematicos para analisar as funcgoes de ondas eletronicas na linguagem de ligagoes
quimicas localizadas semelhantes a Lewis. Nestes métodos, as propriedades moleculares
sdo expressas em termos de uma representacao da estrutura natural de Lewis (NLS) da
fungao de onda, em correspondéncia direta com o diagrama de pontos elementar de Lewis.
Cada par solitdrio de um centro (1c) ou ligacao de dois centros (2¢) esta associado a um
membro de Lewis do conjunto ortonormal completo de NBOs. Enquanto o restante, as
NBOs nao-Lewis (tipo NL) descrevem efeitos de deslocalizagdo de ressonancia residual
(desvios da representacao idealizada do tipo NBOs), fornecendo assim uma ponte entre a

moderna tecnologia de funcao de onda e os conceitos elementares de valéncia e ligacao
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(GLENDENING; LANDIS; WEINHOLD, 2011).

O objetivo geral dos métodos da NBO ¢é traduzir calculos precisos em percepcao
quimica. Tais visualizagoes sdo formuladas em termos de conceitos de ligagdo comumente

entendidos, como

o Carga atomica

« Estrutura de Lewis

o Tipo de ligagao

« Hibridacao

e Ordem de ligagao

o Transferéncia de cargas

e Ressonancia entre outros

A andlise NBO é um importante método para estudar as interagoes intra e inter
moleculares. NBO oferece informacgoes necessarias sobre a transferéncia de carga ou
interacao nos sistemas moleculares. A perturbacao de segunda ordem da matriz na base
NBO fornece a energia associada a interagao entre os orbitais naturais doadores (orbitais
ocupados) e receptores de carga (orbitais desocupados). Para cada orbital NBO doador (i)
e receptor (j), a energia E(2) associada com a transferéncia de carga (do inglés, charge
transfer CT) é dada por (GANGADHARAN; KRISHNAN, 2015):

(i F1j)?

E<2) = AECT = —N;
g5 —&;

(2.10)

em que ¢; e €; sao energias dos orbitais NBO, n; refere-se a ocupacoes eletronicas, e ( i
|F'|j) é o elemento de matriz do operador de Fock. Quanto maior o valor de E(2) maior a
interagao entre os orbitais doadores e receptores de elétrons(GHIASI; MOKARAM, 2012;
GANGADHARAN; KRISHNAN;, 2015).

2.1.7 Métodos QM/MM e ONIOM

Técnicas de simulacoes computacionais desempenham um papel substancial em
fornecer abordagens tedricas para a exploracdo de mecanismos em sistemas biologicos.
A dificuldade em realizar a investigacao tedrica em sistemas biolégicos em nivel eletro-
nico, deve-se ao grande niimeros de dtomos envolvidos, chegando aos milhares (BRUNK;
ROTHLISBERGER, 2015). Tornando o custo computacional intagencidvel (MASERAS;
MOROKUMA, 1995).
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Uma alternativa a este problema sao os métodos hibridos usando mecanica quantica
e mecanica molecular QM/MM. Com estes métodos é possivel dividir o sistema em duas
camadas, podendo delimitar a parte de estudo de maior interesse, e submeté-la a um maior
rigor computacional, sem perder informacao do todo, pois o restante do sistema pode ser

tratado com memor rigor computacional (MORZAN et al., 2018).

A ideia bésica do QM /MM (Figura 19) é usar um método QM (mecénico quantico)
para a regido quimicamente ativa (por exemplo, substratos e cofatores) e combina-lo
com um tratamento MM (mecanica molecular) para o entorno (por exemplo, a proteina
completa e solvente). Como as duas regides geralmente (fortemente) interagem, nao é
possivel escrever a energia total de todo o sistema simplesmente como o somatério das
energias dos subsistemas. Termos de acoplamento devem ser considerados, e é necessario
tomar cuidado na fronteira entre os subsistemas, especialmente se corta ligagdes covalentes.

A forma dos termos de acoplamento e os detalhes do tratamento de limite definem um
esquema QM /MM especifico (BRUNK; ROTHLISBERGER, 2015).

QM

MM

A g At/ mm

Figura 19 — Principio de QM / MM. (A) Uma abordagem tipica de QM/MM divide
o sistema estudado em um niicleo de QM e um MM circundante. (B) A
parte tratada com MM é mostrado na representagao de linha, o nicleo QM
é destacado por sticks. Moléculas de agua da parte MM fonte: (WALTER,;
OTYEPKA, 2009).

Os métodos compostos surgiram na década de 1980 com o objetivo de obter uma
energia eletronica para uma dada geometria molecular de equilibrio de forma aditiva, ou
seja, somando termos vindos de cada parte do calculo. Atualmente, existe uma grande
variedade desses métodos (HEERDT; MORGON, 2011). A forma de adi¢ao da energia é

dada nas equagoes 2.11.

Os métodos hibridos combinam dois ou mais métodos computacionais em um

calculo, permitindo a exploragao precisa de sistemas muito grandes como proteinas, que
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combinam um método da mecanica quantica (QM) com um método de mecénica molecular

(MM)(MASERAS; MOROKUMA, 1995).

Desde o seu surgimento, devido aos resultados confidveis para as quantidades
termoquimicas e ao tempo computacional reduzido, o nimero de aplica¢oes desses métodos
cresceu rapidamente. Dentre as propriedades que podem ser estudadas por esses métodos
estao: afinidades por préton, energias de ionizacao, entalpias de formacao, energias de
dissociagao, energias de atomizacdo, afinidades por elétron, dentre outras (HEERDT;

MORGON, 2011).

E = EMQM) + EMM(QM + MM) — EMM(QM) (2.11)
em que E (QM) é a energia QM da regiao QM, E (MM)é a energia MM da regiao MM e

E (QM / MM) ¢ a energia de interacao entre os dois sistemas.

A primeira implementacao desta nova geracao de métodos ficou conhecida como
IMOMM (do inglés, Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics). Apds o
sucesso desse método, novos estudos foram feitos para se obter maior versatilidade nos
célculos de estrutura eletrdnica. Surgiu, entdao, o método ONIOM (do inglés Our own
n-layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics), que pode ser descrito
como uma superposi¢ao de calculos como as camadas de uma “cebola”. O esquema teérico
desse método é baseado na divisao de um sistema molecular em diferentes niveis. Cada
parte pode ser tratada sobre qualquer nivel de calculo e ao integrar-se os resultados obtidos
nestas partes, obtém-se uma extrapolacao atingindo valores de energia mais precisos sobre

todo o sistema (HEERDT; MORGON;, 2011).

O método ONIOM pode combinar métodos mecanico-quantico, bem como os
métodos da mecanica molecular. A regiao do sistema onde o processo quimico ocorre, por
exemplo quebra da ligagdo de formacao, é tratada com um método mais preciso de maior
custo computacional, enquanto o restante do sistema pode ser tratado em um nivel inferior

(REIHER, 2007).
Os métodos hibridos QM/MM e QM/QM parecem ser muito semelhantes, mas

Combinagoes QM /QM podem ser ainda mais poderosas porque também eletronicas os
efeitos podem cruzar a fronteira (VREVEN; MOROKUMA, 2006).

2.1.8 Docking Molecular

O docking (Figura 20) é um procedimento capaz de pesquisar o espago conformaci-
onal do ligante e a sua posicao e orientagao no local de interacao, por meio de uma funcao
de pontuacao. A funcao de pontuacao deve ser precisa o suficiente para reconhecer, em
um tempo razoavel, o modo correto de interagao entre todos os modos visitados (LIU et

al., 2018)(CHENNA, 2003).
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No campo da modelagem molecular, o docking é um método que prevé a orientacao
energeticamente favoravel de uma molécula, de forma rapida, dentro do complexo receptor-
ligante. O conhecimento da orientagao preferida, por sua vez, pode ser utilizado para
prever a afinidade de ligagao entre duas moléculas. Resumindo, docking é um termo de

procedimentos para encontrar a melhor correspondéncia entre duas moléculas: um receptor

e um ligante (LENGAUER; RAREY, 1996).

O primeiro programa computacional desenvolvido para andlise da superficie da
proteina tinha como base as interagoes de van der Waals. Este parametro é usado atualmente

com o complemento de outros termos de interagoes. O programa pioneiro utilizado em

ancoragem molecular foi o DOCA(JORGENSEN, 1991).

L
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Figura 20 — Esquema da técnica de docking molecular, adaptado de:(CHAUDHARY;
MISHRA, 2016)

Um dos maiores problemas enfrentados em docking molecular é a flexibilidade
da proteina, que gera um nimero grande de graus de liberdades a serem explorados, e
resulta em um esforco computacional alto. A flexibilidade da proteina pode estar associada
a diferentes tipos de movimentos, tais como movimentos locais (como o movimento de
cadeias laterais de residuos de aminodcidos localizados no sitio de ligagao), movimentos de
média escala (como o rearranjo de algas ou reposicionamento de hélices) e movimentos de
grande escala, associados a movimentos de dominios da proteina (MENG; SHOICHET;
KUNTZ, 1992).

2.1.9 Principais interacdes moleculares

Nos ultimos anos, a quimica e biologia deram muita atencao para compreender
os varios tipos de interacoes e seus impactos no arranjo intermolecular e intramolecular.

Interagoes como: cation—m; m — m; ligacdo de hidrogénio entre outras, se destacam na
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investigacao de sistemas biolégicos, usando os métodos de ancoragem molecular entre
outros (SONY; PONNUSWAMY, 2006).

1. cation—m.
Embora essa interagao tenha sido notada hé mais de trés décadas, seu significado e
importancia foram firmemente estabelecidos nos ultimos anos. A interagao cation—
¢ essencialmente de origem eletrostatica, um cation carregado positivamente in-
terage com a nuvem eletronica do sistema. Caracteriza-se como interacao forte,

podendo também ser relativamente menos intensa, dependendo da natureza do

cation (VIJAYSRINIVASAN; KANNAN; ROY, 2012).

Estudos deste tipo de interagao mostram, por exemplo, que interagoes de
residuos de aminoacidos carregados positivamente, como Lys, Arg, Asn, Gln e
His, estando localizados até 6 A de distancia dos centréides do anel dos residuos
aroméaticos de Phe, Tyr e Trp, sdo considerada de origem eletrostatica (BURLEY;
PETSKO, 1986).

2. m—T

As interagoes do tipo m — 7 influenciam o enovelamento proteico e consolida a
interacao ligante-receptor, e sao fundamentais para estabilizar a estrutura do DNA e
do RNA. Estas interagoes freqiilentemente ocorrem em geometrias paralelas. Con-
tudo, normalmente, os anéis arométicos nao sao estritamente cofaciais (configuragao
"'sanduiche"), mas sao deslocados. As estruturas sanduiche permaneceram populares
em estudos tedricos porque sao geometricamente mais simples, assim como a confi-
guragao perpendicular ("em forma de T'). Ambas as configuragoes de tipo paralelo e
perpendicular (e configuragoes intermedidrias) sao freqiientemente observadas em
sistemas biol6gicos (MARTINEZ; IVERSON, 2012).

3. Ligacao de hidrogénio
E uma interacio intensamente estudada na fisica, quimica e biologia, e seu significado
é notavel (TAYLOR; KENNARD; VERSICHEL, 1984). Acredita-se que a ligagao de
hidrogénio seja majoritariamente, um fendomeno eletrostatico. A ligacdo de hidrogénio
¢é classicamente descrita como a interacao que ocorre entre um atomo de alta
eletronegatividade e o atomo de hidrogénio, um préton com baixa densidade de
elétrons, ligado covalentemente a um dtomo com eletronegatividade acentuada (como

oxigénio, nitrogénio e flior) (LIU et al., 2011).

2.1.10 Mapa de potencial eletrostatico (MEP)

A anélise do mapa de potencial elétrico (MEP) desempenha uma fungao relevante no
projeto de novos farmacos (LAKSHMINARAYANAN et al., 2021). O potencial eletrostatico
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de uma molécula é um guia na avaliagdo da reatividade. O MEP é normalmente visualizado
através do mapeamento de seus valores na superficie, refletindo os limites das moléculas

(ANNIBALE et al., 2007).

2.2 Analise de Componente Principal (PCA)

Com a crescente sofisticacao das técnicas instrumentais de analise quimica, impul-
sionada pela disponibilidade de microprocessadores e microcomputadores no laboratorio,
técnicas de tratamentos de dados mais complexas, do ponto de vista matematico e estatis-

tico, tornaram-se possivel de serem tratadas (SENA et al., 2000).

A andlise de dados é uma parte essencial em todo experimento, sendo univariada,
quando somente uma variavel é medida sistematicamente para varias amostras. H4 muito
tempo, a estatistica univariada vem sendo aplicada a problemas quimicos, mas a sua
utilizagdo tornou-se limitada. Nas tltimas décadas, a analise multivariada foi introduzida
no tratamento de dados quimicos, ganhando rapidamente popularidade (SENA et al.,
2000)

A anélise por componentes principais (PCA) é um dos métodos mais comuns
empregados na andlise de dados, sendo principalmente utilizada pela sua capacidade de
compressao dos dados, em funcao da existéncia de correlacdo entre diversas variaveis
medidas. Quando aplicamos um algoritmo de PCA num conjunto de varidveis, o conjunto
original destas variaveis é substituido por um novo conjunto de varidveis denominado
de Componentes Principais (CPs). A principal caracteristica deste novo conjunto é a
ortogonalidade, porém o mesmo é facilmente reconstruido a partir da combinagao linear
das variaveis originais. Como vantagem, o novo conjunto de variaveis (CPs), geralmente
concentra a maior parte da informacao (varidncia) em poucas varidveis, diminuindo assim
a dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da informacao quimica (SABIN;
FERRAO; FURTADO, 2004).

2.2.1 Heatmap

E uma técnica de visualizacao de dados que mostra a magnitude de um fenémeno
como cor em duas dimensdes. A variagdo na cor pode ser por matiz ou intensidade, dando

pistas visuais Obvias ao leitor sobre como o fenémeno esta agrupado ou varia no espaco
(HARROWER; BREWER, 2003).

Para visualizacao, o representante grafico mais popular tem sido o mapa de calor
agrupado. Este compacta grandes quantidades de informac¢oes em um pequeno espago
para trazer a tona padroes nos dados. Nos primeiros 10 anos de uso desta ferramenta,

foram mais de 4000 artigos publicados, principalmente nas areas biomédicas e biolégicas
(WILKINSON; FRIENDLY, 2009).
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Muitos esquemas de cores diferentes podem ser usados para ilustrar o mapa de calor,
com vantagens e desvantagens de percepgao para cada um (CRAMERI; SHEPHARD;
HERON;, 2020). O mapa de calor do cluster é um mosaico retangular de uma matriz de
dados com aglomerados de arvores anexados as suas margens. Dentro de uma area de
exibicdo compacta, facilita-se a inspecao de linha, coluna e estrutura conjunta do cluster

(BORKIN et al., 2011).

2.3 Procedimentos Computacionais

2.3.1 Preparo da proteina para o Docking molecular

A estrutura 3D da proteina tirosina quinase foi obtida do banco de dados de
protefnas Protein Data Bank', onde é possivel escolher: resolucdo, sequéncia completa ou
parcial da proteina, inibidores especificos complexados com a proteina, entre outros. O
critério usado foi a melhor resolucao juntamente com inibidor especifico. Para a forma
selvagem da proteina 2, foi selecionado o PDB c6digo 10PJ. Para o caso da mutacao,
foi utilizado o PDB 31k3. A 10PJ, apresenta resolucio de 1,75 A método de difracao de
raio X, complexada com inibidor imatinibe, ja a 3IK3 apresenta uma mutac¢do no residuo
T3151, resolucdo 1,90 A, assim como a 10PJ foi resolvida com o método de difracdo de

raio X, entretanto, complexada com inibidor ponatinibe.

A proteina mutada T3151 representa a mutacao da treonina (Thr315) pela isoleucina
na posicao 315. Foi depositada no banco em duas cadeias A e B, sendo a cadeia B mais
completa. Tanto a estrutura da forma selvagem como a mutada foram conferidas para
certificar que nenhuma parte importante estivesse faltando, alguns como por exemplo
atomos pesados faltantes, atomos leves como hidrogénio, foram adicionados. A avaliacao do
RMSD (do inglés "root mean square deviation") foi executado para observar o alinhamento
das estruturas(10PJ, 3IK3 e 3QRJ).

2.3.2 Preparo dos inibidores

Os inibidores selecionados foram os 4 de maior uso no controle da LMC (LOPES;
ABREU, 2009), sao eles: imatinibe; dasatinibe; nilotinibe e ponatinibe. Para o nilotinibe
e ponatinibe, foram analisadas as moléculas com e sem modificacoes estruturais. As
modificagoes foram feitas ao substituir o fragmento trifluorometilo por fragmento de metila
e triclorometila, gerando, assim, um total de 8 moléculas a serem analisadas. As moléculas

substituidas foram identificadas como: niloH, niloCl, pontH e pontCl. O objetivo desta

L Protein Data Bank tem informacdées sobre as formas 3D de proteinas, 4cidos nucléicos e conjuntos

complexos que ajudam estudantes e pesquisadores a entender todos os aspectos da biomedicina e
agricultura entre outros. https://www.rcsb.org.
Neste documento a forma selvagem refere-se a proteina sem mutagoes
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substituicao é avaliar a importancia destes grupos na ativacao da molécula nos alvos

selecionados.

As estruturas dos quatro inibidores foram obtidas por meio do banco de dados de
estruturas ZINC database. As quatro moléculas desenvolvidas a partir de modificagoes feitas
nas moléculas de nilotinibe e ponatinibe, foram obtidas por meio do software Avogrado.
O software AutoDock foi usado para parametrizar e adicionar atomos de hidrogénios. A
molécula de imatinibe e ponatinibe foram protonadas no nitrogénio do anel da piperazina.

Dasatinibe e nilotinibe foram calculadas na forma neutra.

2.3.3 Docking

Para o estudo de Docking usando o pacote AutoDock Vina (SANDEEP et al., 2011).
Os passos seguidos neste procedimento foi: usando o software AutoDock Toos, retiradas
moléculas de dgua, resultante da cristalizacdao da proteina. Em seguida retiramos a molécula
do ligante e adicionamos hidrogénios faltantes. Com a proteina preparada, precisamos
delimitar a busca do ligante no receptor. Para isso, dentro deste software, usamos a
ferramenta GridBox, que permite visualizar as coordernadas espaciais da caixa onde
ligante deve interagir com a protéina. Com estas coordernadas foi criado o arquivo conf.txt,

essencial para rodar o programa AutoDock Vina, para cada uma das duas proteinas, 10PJ

e 3IK3.

Realizado o docking das 8 moléculas com a proteina selvagem 10PJ e a proteina
mutada 3IK3 (cédigo PDB). O melhor encaixe de cada molécula na proteina, foi escolhido
para a analise das interagoes. A vizuallizacao foi feita com o software Discovery Studio. Na
analise de interagoes, foi observado o tipo de interacao e distancia de interacao receptor-

inibidor.

2.4 Estudo Eletronico

O estudo de estrutura eletronica dos TKIs foi realizado com o funcional B3LYP,
com a fungao base de célculos 6-311+G(d,p). As moléculas foram otimizadas, e o célculo
de freqiiéncia, possibilitou caracterizar o minimo de energia. Foram realizados calculos
de cargas por meio do método ChelpG (do inglés, "Charges from Electrostatic Potentials
using a Grid based method") e orbitais naturais (Natural bond Orbitals - NBO).

Os célculos foram realizados usando o pacote GAUSSIAN G09 (FRISCH et al.,
2009). Para visualizagao e captura de imagens, foram usados os softwares de visualizagao
GaussView 4.01., Chemcraft (CHEMCRAFTPROG, 2020), VMD (CASALINO et al.,
2021) e Pymol (Schrodinger, LLC, 2015).

O foco das andlise foram as seguintes propriedades: orbitais de fronteira (FOM),
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ou seja, highest occupied molecular orbital (HOMO), Lowest unoccupied molecular orbital
(LUMO), até orbitais mais internos(HOMO-14) e mais externos(LUMO+14); momento
de dipolo, gap; NBO, centros doadores, receptores de elétrons e estabilidade e mapas de
potencial eletrostatico (MEP).

2.5 Estudo de Analise de Componente Principal (PCA) e HeatMap

25.1 PCA

O estudo da PCA foi realizado usando a biblioteca scikit-learn (GARRETA;
MONCECCHI, 2013), dentro da linguagem de programagao Python (ROSSUM; JR, 1995).
A analise foi usada principalmente nos orbitais HOMOs e LUMOs das oito moléculas e

analise geral dos descritores.

2.5.2 HeatMap

As anélises eletronicas criaram com conjunto de resultados que foram compilados
juntos com algumas informacoes da literatura, tais, como: IC5y, volume molecular, LogP
entre outras e os resultados dos scores vindo do docking. Aplicamos a Heatmap, com
intuito de determinar a correlacao entre cada inibidor quando este grupo de informagoes foi
reunidos. Aplicamos, ainda esta abordagem nas cargas atémicas em ChelpG dos inibidores.
Heatmap foi realizado usando a biblioteca Seaborn (BISONG, 2019), dentro da linguagem
de programagao Python (ROSSUM; JR, 1995).

2.6 Estudo-ONIOM

Para responder algumas perguntas importantes, como extensao do sitio ativo, bem
como quais os aminoacidos sao mais importantes para inibi¢do da proteina, foi aplicado a
técnica QM/ MM, usando, como assistente, o programa de acesso livre TAO PACKAGE?.
Para que todos os complexos deste estudo com o ONIOM, usassem o mesmo padrao, foi
escolhido o PDB da 3IK3, na conformagao DFG-out, ancorada com os inibidores imatinibe
e ponatinibe. A melhor estrutura sugerida pelo programa de ancoragem AutoDock Vina,
por meio de seu esquema de pontuacao, foi selecionada, a melhor geometria do ligante com
a proteina. Este resultado foi comparado com a literatura para verificar que ele refletia a

ancoragem original do fairmaco na proteina.

O estudo ONIOM se baseia em duas orientacgoes: aumento da camada alta, mantendo

a camada baixa fixa e aumentando a camada baixa, deixando a camada alta fixa. A camada

3 Este tutorial foi desenvolvido para demonstrar o procedimento geral para um estudo de mecénica

quéntica e mecanica molecular (QM/MM) de um sistema bioquimico usando Gaussian, GaussView e o
pacote TAO http://chem.wayne.edu/schlegel/Software/oniomtool TAO /TAOtutorial.html.
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alta sera referida como a que usa métodos computacionais mais robustos em relacao a

camada baixa.

Usando a informacgoes do docking, foram formados trés clusters a serem calculados,

sao eles: proteina sem inibidor, proteina com imatinibe, proteina-ponatinibe.

O campo de forca escolhido foi o AMBER, devido a sua capacidade de tratar
sistemas biolégicos (WANG et al., 2004). Ambos, proteina e ligante, precisam estar
parametrizados no campo de forga referido. Foi usado o programa toolkit (TAO et al.,
2009), para parametrizar a proteina e fazer os cortes crescentes afastando-se do sitio ativo.
Os inibidores foram parametrizados usando o programa AMBER-TOOLS (CASE et al.,
2008).

Todos os aminoacidos foram considerados em suas formas neutras com excessao do
Aspartato 281 que esta desprotonado, se nao estiver conectado a outro residuo, hidrogénios
foram adicionados nos terminais N e C que suas ligagoes foram rompidas, os inibidores
imatinibe e ponatinibe estdo na sua forma protonada, ambos no anel metilpiperazina,

nilotinibe e dasatinibe na forma neutra.

Os calculos foram realizados com pacote Gaussian(09. Utilizamos duas configuragoes:
A) o método DFT B3LYP com a fungao de base base 6-311G, na camada alta e PM6 em
camada baixa; B) semiempirico PM6 em camada alta e AMBER camada baixa. Para as
estruturas do calculo ONIOM, foram usadas as poses geradas no docking. Assim, todos os
calculos foram realizados single-point. O objetivo deste procedimento foi testar a geometria
de referéncia do docking. Ao mesmo tempo, é importante notar que a otimizacao destas
moléculas poderia desarranjar a estrutura destas macromoléculas. Ao mesmo tempo,

tornaria dificil a comparacao entre os diversos cortes da estrutura.

Com a proteina completa crescendo apenas na camada alta, partindo de 1 passo
até 10 passos, usamos configuragao (B). Fazendo cortes na proteina ao redor do sitio
ativo, usamos configuragao (A). O menor corte foi o de 3 passos total, correspondendo
a 7 residuos mais o inibidor, como pode ser visto na Figura 21. O maior corte foi de 9
passos, correspondendo a 74 residuos mais o inibidor. Dentro de cada corte, foi aumentada
a camada alta em 1, 2 até 3 passos, a propor¢ao seguida entre a camada alta e a baixa foi
de até 1/3 dos residuos. Foram analisadas cargas de Mulliken dos residuos alvos Ile315 e

Asp381, MEP e energias dos clusters.
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Asp381

Maior corte Maior camada alta

Figura 21 — Esquema geral dos cortes gerados para estudo do ONIOM, no sentido hori-
zontal crescendo apenas a camada alta, sentido vertical crescendo apenas a
camada baixa.
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3 Resultados e Discussao

Neste capitulo sao discriminadas e analisadas as interacoes feitas pela proteina
tirosina quinase BCR-ABL selvagem na conformacao DFG-out com inibidores cléssicos,
e da proteina na forma selvagem DFG-in com o inibidor dasatinibe, na forma mutada
T315I da conformacao DFG-out, explicitando grupos moleculares dentro dos inibidores

que contribuem com um maior niimero de intera¢des com a proteina.

3.1 Aspectos gerais do sitio de ligacao da proteina tirosina quinase

BCR-ABL em funcao da ancoragem molecular

A triade (Asp381-Phe382-Gly383) pode direcionar o inibidor para longe de possiveis
sitios de interac¢oes ou aproximar a molécula favoravelmente a eles. Este grau de liberdade
do bolso de ligacao é um complicador a mais para aumentar a afinidade enzima-inibidor.
Outro fator importante, é a presenca de residuos protonaveis no sitio de ligagdo, como
uma histidina na posi¢ao do loop catalitico, His361 (Figura 22). Conhecer os residuos e
a forma com que eles interagem com o inibidor, é fundamental para tentar entender o

comportamento da proteina para o desenvolvimento de melhores inibidores.

” Leu248

Figura 22 — Bolso de ligacao da proteina tirosina quinase BCR-ABL na conformacao
DFG-out. No meio, a molécula de imatinibe cobrindo toda extensao do sitio
de ligacao, e os principais residuos com os quais o imatinibe esta interagindo.
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3.1.1 Proteina tirosina quinase BCR-ABL Selvagem (10PJ)

As proteinas 3IK3 e 3QRJ foram obtidas do banco de dados PDB. Ambas possuem
a mutacao T315I, como pode ser visto na Figura 23. A estrutura cristalografica da proteina
10PJ (c6digo PDB) apresenta resolugao de 1, 75A e foi obtida pelo método de difracio de
raio-X. Foi cristalizada na forma de dimero, estando complexada com o inibidor imatinibe,
e sua sequéncia possui 286 aminodcidos, sendo o primeiro residuo a metionina, com
numeracao 244. Entretanto, esta numeragao nao corresponde a numeracao freqiientemente
encontrada na literatura. Afim de comparar a sequéncia, nés realizamos o alinhamento da

sequéncia de aminodcidos com o programa ClustalW2 (LARKIN et al., 2007).

O alinhamento entre as trés formas da BCR-ABL foi realizado comparando as
sequéncias de residuos da proteinas tirosina quinase, depositadas no PDB (Figura 23). Estas
proteinas foram amplamente utilizadas na literatura: 10PJ (DEMIZU et al., 2016; BROWN
et al., 2005), 3QRJ (RAJENDRAN; GOPALAKRISHNAN; SETHUMADHAVAN, 2017)
e 3IK3 (TEDASEN et al., 2017; KALE; SONWANE; CHOUDHARI, 2020). Comparando
suas seqiiencias, observou-se tratar da mesma sequéncia proteica, mas com inicio da
numeracao dos residuos de aminodacidos diferentes. A 10PJ estd como numeracao avancgada
em 19 nimeros (residuos). Por exemplo: na cadeia 3IK3 e 3QRJ o residuo aspartato da
triade catalitica esta com etiqueta 381. Enquanto que na 10PJ esta com 400. Destes, a
cadeia mais completa é 10PJ Portanto, para comparamos os residuos de interacao entre

as duas proteinas, temos que considerar o avan¢o da numeracao da 10PJ.

Realizamos docking entre a proteina selvagem tirosina quinase, BCR-ABL cédigo
PDB 10PJ, e os inibidores imatinibe, dasatinibe, nilotinibe e ponatinibe, para determinar-
mos o grau de afinidades de cada inibidor com esta proteina. O software de acoplamento
usado foi o Autodock Vina, juntamente com o software Autodock Tools, ambos sao pro-
gramas open source. Como resultado do acoplamento, o programa fornece uma tabela
de afinidade expressa em kcal.mol™!. Os valores numéricos mais negativos apontam uma

melhor interacao entre enzima e receptor.

3.1.2 Docking da proteina selvagem 10PJ com os inibidores classicos

Trabalhando com a possibilidade da molécula se ligar a varias conformacoes di-
ferentes, assumidas pelo sitio ativo, e respeitando os graus de liberdade que o inibidor
pode ter, devido aos 7 pontos de torgao (que os 4 inibidores classicos possuem, mesmo
ligando a uma conformagao especifica), apresentamos o valor do score e do RMSD (do
inglés Root Mean Square deviation) das 5 melhores estruturas. A Tabela 2 mostra as cinco
melhores estruturas dos inibidores classicos com a proteina 10PJ. Das quatro moléculas dos
fdrmacos ancoradas, a que apresentou melhor afinidade foi o ponatinibe (-12,9 kcal.mol™!)

seguido do imatinibe (-12,5 kcal.mol™!).
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30RJ_1|Chains
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Figura 23 — Alinhamento global da sequéncia das proteinas 3QRJ, 10PJ e 3IK3. A presenca
do asterisco debaixo dos residuos mostra que este residuo é conservado nas
trés cadeias. A auséncia deste asterisco, mostra que o residuo nao esta presente
em uma ou mais cadeias de aminoacidos. O traco mostra que aquela cadeia
terminou antes da outra ou comegou depois da outra. O retadngulo preto
mostra a mutacao na posi¢ao 315, o residuo isoleucina, que na selvagem ¢ a

treonina.

Tabela 2 — Score do Docking dos farmacos: imatinibe, dasatinibe, nilotinibe e ponatinibe
com a proteina selvagem (10PJ) DFG-out. Valores expressos em kcal.mol™! e

A
Imatinibe ‘ Dasatinibe ‘ Nilotinibe ‘ Ponatinibe
Score RMSD ‘ Score RMSD ‘ Score RMSD ‘ Score RMSD
1 -12,5 0,00 -9,3 0,00 -10,8 0,00 -12.9 0,00
2 -11,8 3,78 -8,8 2,47 -10,8 2,26 -11,3 2,85
3 -11,2 1,26 -8,6 5,37 -10,4 3,47 -10,3 1,62
4 -10,5 1,69 -8,6 7,22 -10,2 1,38 -9.,8 2,62
5 -9,6 6,55 -8,6 6,76 -10,2 4,63 -9,6 1,69
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O estudo do RMSD mostrou que o ponatinibe tem um valor maximo de RMSD de
2,85 A, 0 menor intervalo dentre todos os inibidores, o que pode estar relacionado a boa
afinidade do ponatinibe, mesmo na proteina selvagem 10PJ DFG-out. Por outro lado, o
dasatinibe é o que apresenta maior valor maximo de RMSD, condizente com o baixo score

apresentado.

O imatinibe é uma molécula longa, com ramificagoes pequenas e nao possui
halogénios em sua constituicao. Esta molécula consegue preencher toda a cavidade do sitio
de ligacao, fazendo interagoes com os principais residuos de aminoacidos na orientagao
DFG-out. E composta por 7 d4tomos nitrogénios e 1 oxigénio no centro da molécula. Estes
atomos, com maior afinidade eletronica, estao participando diretamente nas interagoes,
como pode ser visto na Figura 24, onde o nitrogénio interage com o residuos Met337
(Met318). Para este tipo de conformagao DFG-out e selvagem, o imatinibe (farmaco de

primeira linha) tem score semelhante ao ponatinibe (firmaco de ultima geragao), ver
Tabela 2.
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Figura 24 — Estruturas mais estaveis dos inibidores classicos com a proteina selvagem
10PJ. Sao apresentados o tipo de interacao, quais &tomos do inibidor esta
interagindo com qual residuo e a distancia de interacao.
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3.1.3 Docking da proteina selvagem 10PJ com moléculas dos inibidores

modificados niloH, niloCl, pontH e pontCl

As moléculas niloH, niloCl, pontH e pontCl (Figura 25), foram criadas a partir de
pequenas modificagoes feitas no nilotinibe e ponatinibe. Iniciamos substituindo o grupo
fluormetil, presente nestas moléculas, por um grupo metil, gerando niloH e pontH. A
substituicdo do fluormetil por clorometil gerou niloCl e pontCl. A Figura 25 apresenta, na
primeira coluna, as moléculas dos farmacos sem substituicdo com fragmento modificador
no centro, nas duas ultimas colunas sao apresentadas as moléculas modificadas de cada

farmaco.

nilotinibe niloCl
F] 9 i E
trifluorometilbenzeno metilbenzeno triclorometilbenzeno

?

ponatinibe pontH pontCl

Figura 25 — As molécula modificadas de ponatinibe e nilotinibe e o grupo molecular
responsavel pela modificagoes em destaque no centro da figura. Na primeira
linha nilotinibe, niloH e niloCl, na tltima linha ponatinibe, pontH e pontCl.
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3.1.3.1 Scores

A Tabela 3 apresenta os resultados de docking das moléculas modificadas com a
proteina 10PJ. Primeiro serao discutidos os scores e, em seguida, as interagoes realizadas.
Se compararmos com a molécula nao substituida de nilotinibe, que possui o score de
10,8 kcal.mol ™!, as moléculas de niloH e niloCl nao apresentam uma melhora significativa
do score. Na melhor pose do docking, apresentaram o score de 10,1 kcal.mol™! e 10,3
kcal.mol~!, respectivamente. Embora o pontH e pontCl tenham resultados melhores que
outro par de moléculas modificadas, estes seguem a mesma tendéncia e nao trazem ganho
na fungao de score em relagdo a molécula original (Tabela 2). Comparativamente, as
moléculas niloH e niloCl apresentam uma variacao de -6,5% e -4,6% em relacao ao score da
molécula original de nilotinibe. Enquanto que, o pontH e pontCl apresentam uma variacao
de -10,1% e -7,8% em relacao a molécula original de ponatinibe. Este pequeno aumento se
justifica, pois o ponatinibe apresenta maior inibi¢cao, mesmo em se tratando da proteina
selvagem. No entanto, o RMSD do pontH e pontCl é muito maior que o apresentado pelo
niloH e niloCl. Isto pode estar relacionado com a maior flexibilidade encontrada pelo
pontH e pontCl nas outras solugoes do docking. Estes resultados de score sao compativeis

com a escolha do trifluorometil na molécula do ponatinibe.

Tabela 3 — Score da proteina selvagem 10PJ das moléculas modificadas niloH, niloCl,
pontH e pontCl. Valores de score ¢ RMSD expressos em kcal.mol™ e A,

respectivamente.
niloH \ niloC1 \ pontH \ pontCl
Pose Score RMSD \ Score  RMSD \ Score  RMSD \ Score  RMSD
1 -10,1 0,00 -10,3 0,00 -11,6 0,00 -11,9 0,00
2 -10,0 2,03 9.8 2,40 -10,3 7,37 -112 1,44
3 -9,9 4,67 9,7 5,16 -10,2 5,28 -10,2 827
4 -9,6 2,00 9,5 3,37 -9,9 7,19 -10,0 4,11
5 96 1,44 94 4,33 99 2,77 -9,9 6,06

3.1.3.2 Interacdes com a proteina 10PJ

A Figura 26 apresenta as diferentes interagoes encontradas no docking das moléculas
substituidas na proteina 10PJ, em comparagao com as moléculas sem substituicao. O
resultado do score, do niloH e niloCl, pode ser justificado devido a capacidade do grupo
fluormetil, no nilotinibe, em fazer uma rede de interagoes com um total de apenas 4
residuos. Sao interagoes com os residuos Val299, Leu298, Val379 e Ala380, com ligacoes de
hidrogénio e com flilor. Quando passa para o niloH e niloCl, estas interacoes sdo perdidas,
como era de se esperar. Entretanto, ha modificagoes nas interagdes com os outros residuos,

mas mantendo as interagoes por ligacao de hidrogénio. A principal destas modificacoes
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Figura 26 — Moléculas modificadas de ponatinibe e nilotinibe. Na primeira, linha niloH e
niloCl. Na tltima linha pontH e pontCI.

é a ancoragem do Asp381, seguido das mudancas na metila que substituem ligagoes de
hidrogénio por interagoes alquil e m-alquil.
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3.2 Tirosina quinase BCR-ABL com a mutacao T315l interagindo

com os inibidores classicos

Na estrutura da proteina com mutagao T315I, ha a modificacao do residuo treonina
na posicao 315. Este residuo interage fortemente com os ligantes, fazendo ligacao de
hidrogénio com o grupo amida no centro da molécula de imatinibe, na proteina selvagem.
Com isto, torna-se um dos centros estabilizadores do inibidor na proteina, devido a
posicao do residuo dentro da cavidade. A auséncia desta interacao, permite que o inibidor
tenha mais mobilidade no interior da cavidade, prejudicando os angulos de interagao,
enfraquecendo e reduzindo o somatorio de forcas de interacao. Desta forma, levando a um
aumento nas distancias pontuais de interagoes, refletindo diretamente na funcao de score, e
consequentemente na inibicdo da atividade da enzima. A Tabela 4 apresenta os resultados
do docking na proteina mutada 3IK3. Para fins de comparacao, foram adicionados os
valores da proteina selvagem 10PJ. Estes resultados serao discutidos separadamente nas

proximas segoes.

Tabela 4 — Docking de farmacos: score do imatinibe, dasatinibe, nilotinibe, ponatinibe
com proteina selvagem e mutada (T315I), energia em kcal.mol™!. Os valores
da 10PJ, presentes na Tabela 2 | sdo reproduzidos nesta tabela.

PROTEINA ATP IMAT DASA NILO PONT
T3151 79 90 82  -10,7 -136
10PJ 82 125 93  -108 -12.9
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3.2.1 Docking da molécula imatinibe com a proteina mutada T315l na con-

formacao DFG-out
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Figura 27 — Pose do docking com proteina BCR-ABL selvagem DFG-out 10PJ e com
mutacao T315I, 3IK3, ambas ancoradas como a molécula do farmaco imatinibe.

As moléculas dos inibidores sao formadas por diversos grupos moleculares, com
propriedades farmacoféricas especificas, que dependendo de como sdo conectados conferem
caracteristicas tinicas. A molécula de imatinibe traz na sua estrutura um anel piridinico em
uma de suas extremidades, a piridina devido a sua versatilidade e densidade de interacao
é alvo recorrente de estudos farmacoférico (LAGOJA, 2005). A Figura 27 mostra as
interacoes que sdo mantidas para as duas situacdes da proteina. E possivel observar os
tipos de interagoes que a piridina do imatinibe faz com a proteina, como a Phe317. Esta
interagao é do tipo m — m, na qual a piridina assume a posicao paralela com anel do
residuo, a interagao estd presente na forma selvagem e mutada (T315I). Entretanto, com
conformacao menos favorecidas na proteina mutada T315I, o que pode comprometer a
qualidade da interagdo na forma mutada. Na ligacdo de hidrogénio com o residuo Met318,
é uma interacio curta, com distancias de 2,41 A para N-H ou 2,52 A com o nitrogénio da
3IK3 do mesmo anel, ligando-se ao hidrogénio do residuo que funciona como um ancorador
da extremidade do inibidor, esta interacao esta presente na proteina selvagem e na proteina

mutada.

Outro grupo importante na molécula de imatinibe é o metilpiperazina, localizado

na outra extremidade da molécula. Exerce um papel importante, na forma protonada e na
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forma desprotonada, o proton que se liga ao nitrogénio do grupo gerando protonacao, faz
uma ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila de Ile360, com uma distancia de 2,00 A

na selvagem e 2,19 A na forma mutada, fixando a extremidade desta molécula no sitio.

Os scores da molécula de imatinibe com a proteina mutada (T315I) e selvagem sao
12,5 e -9,0 kcal.mol ™!, respectivamente(Tabela 4). Mostrando, como esperado, a baixa

atuacao do imatinibe na proteina mutada.

A diferenga mais explicita estd na interacao entre o residuo de treonina na posicao
315, que faz ligacdo de hidrogénio forte com imatinibe de 1,41A. Quando mutada, a
isoleucina na posicao 315 faz interacdo tipo m-sigma, com a distancia de 3, 77A. Com uma
interacao do tipo ligagdo de hidrogénio, o aspartato na posicao 381 apresenta distancia
de 3,08A na proteina selvagem, o que niao acontece na proteina mutada T315I. Outra
diferenca é um discreto aumento no comprimento de ligacdo em quase todas as interagoes,

que contribui para ineficiéncia do inibidor frente a proteina selvagem.

3.2.2 Docking da molécula dasatinibe com a proteina mutada T315] e com
proteina selvagem na conformacdo DFG-in
Originalmente a molécula do dasatinibe foi projetada para interagir com a forma
selvagem na orientacdo DFG-in (LEE et al., 2008). Neste estudo de docking, a estrutura
cristalografica PDB 2GQG, refere-se a proteina selvagem. A Figura 28 mostra a interagao

entre a molécula de dasatinibe e a proteina mutada T3151 na conformacao DFG-out

(Figura 28-A) e a proteina selvagem na conformac¢do DFG-in (Figura 28-B).

(B)

Ala
269
@ 3.46 4
353 367 @
286 Ie 42

582 5:47.

P oo,
° .. P

Ala
&)

Figura 28 — Em (A), pose do docking da molécula do farmaco dasatinibe com proteina
tirosina quinase BCR-ABL DFG-out 3IK3, com mutacao T3151. Em (B), pose
do docking da molécula do farmaco dasatinibe com a proteina tirosina quinase

BCR-ABL selvagem DFG-in 2GQG(cédigo PDB).

Na conformacao DFG-in, a molécula de dasatinibe possui o nimero de interagoes

maior que na forma DFG-out (Figura 28). O residuo T315 faz interagdo com a molécula,
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porém quando ha mutacao deste residuo observa-se a perda desta e de outras intera-
¢oOes, causadas pelas mudancas conformacionais atribuidas a esta mutacao, sao fatores

determinantes para o desempenho insatisfatorio deste ligante frente a mutacao T315I.

Figura 29 — Em (A), bolso de ligagdo da proteina tirosina quinase BCR-ABL DFG-out
com a molécula dasatinibe. Em (B), bolso de ligacao da proteina tirosina
quinase BCR-ABL DFG-in com a molécula dasatinibe.

A molécula do dasatinibe surgiu como o farmaco a superar os obstaculos que o
imatinibe nao utrapassou. Foi o primeiro inibidor classico a trazer em sua estrutura a
presenca de um halogénio, o 4&tomo de cloro ligando ao anel benzénico, Figura 28. Na
forma selvagem (2GQG), dasatinibe se liga a um ntimero maior de residuos (Tabela 5),
devido a dificuldade da molécula adentrar inteiramente na cavidade do sitio de ligacao,
ficando parte da molécula fora, interagindo com residuos externos (Figura 29-B). Isto
concentra a maioria das interagoes entre tiazol no centro da molécula até cloro benzeno na

extremidade da molécula.

O dasatinibe foi ancorado em conformacao da proteina DFG-out (Figura 29-A).
Esta orientacao da proteina direciona o inibidor para regiao diferente do qual o ATP se
liga a proteina (usualmente na conformagdo DFG-in). Esta regido é predominantemente
composta por residuos polares. Os resultados de docking mostraram que as principais
interacoes sao: Ala269, fazendo ligacdo de hidrogénio a 2,58 A, e Asp381 ligando a
mais de um ponto no inibidor, fazendo 3 ligacdes de hidrogénio: 2,60, 3,06 e 3,02 A.
Nesta orientagao, ha um decréscimo no nimero de interagoes, contribuindo diretamente
para o menor valor de score, confirmando a literatura, mostrando pouca sensibilidade do

dasatinibe a esta conformacgao.
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Tabela 5 — Interagoes entre a proteina tirosina quinase BCR-ABL com a mutagao T315I e
a molécula do farmaco dasatinibe. Distancias expressas em A.

Tipo de Interacdo  Residuo Atomo do Inibidor Distancia

Ligagao hidrogénio  Ala269 H 2,58
Ligagao hidrogénio  Glu286 H 1,78
Ligagao hidrogénio Asp381 H 3,06
Ligacao hidrogénio Asp381 H 3,02
m-anion Asp381 Anel 3,77
Ligagao hidrogénio  Asp381 H 2,60
m-anion Glu286 Anel 4,44

3.2.3 Docking da molécula nilotinibe com a proteina mutada T315l na con-

formacdo DFG-out
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Figura 30 — Estrutura do docking da proteina BCR-ABL mutada T3151 conformacao
DFG-out 3IK3 (cédigo PDB) com a molécula do farmaco nilotinibe.

O farmaco nilotinibe foi desenvolvido usando como base os inibidores BCR-ABL
que o antecedeu. E um inibidor mais potente e seletivo, desenvolvido por meio de mudancas
modestas na molécula de imatinibe (GORA-TYBOR; ROBAK, 2008). Deste modo, a
molécula do nilotinibe é uma variacdo da molécula do imatinibe. Apesar da semelhanca
estrutural entre a molécula de imatinibe e nilotinibe (Figura 31), algumas diferengas
importantes sdo observadas, como por exemplo, a presenca do grupo trifluormetil (-CF3),

a presenca do metilimidazol e a auséncia do grupo metilpiperazina.

O estudo de docking desta molécula mostrou que o grupo trifluormetil do nilotinibe
conserva a regiao de contato nas proteinas, selvagem e mutada. Portanto, as interagoes
com os residuos na proteina selvagem nao sao afetados pela mutagao. Na Figura 30 é

apresentada a molécula do nilotinibe ancorado com a proteina selvagem e mutada. E
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imatinibe nilotinibe

Figura 31 — Férmula estrutural das molécula do imatinibe e nilotinibe.

possivel observar os residuos, como Val289 e Ala390, interagindo com o trifluormetil em

ambas as proteinas.

Embora, a molécula do nilotinibe prefira a conformacao DFG-out, ela se aloja
em regiao intermediaria ao dasatinibe e imatinibe. Como resultado, as interacoes feitas
pela molécula ocorre com residuos que participam na ancoragem do dasatinibe nas forma
selvagem e mutada, como os residuos Lys271 e Glu282. Mostrando a versatilidade da
molécula em interagir com bolso de ligac¢do, o valor de energia de ligacao (score) desta

molécula de -10,7 kcal.mol 1.

3.2.3.1 Influéncia dos anéis substituidos no aumento das interacdes 7

O grupo imidazol é um fragmento anfétero podendo ser usado como acido ou como
base (BOZKURT, 2003). Os atomos de nitrogénio deste anel fazem uma contribuigao
importante para o empilhamento de anéis aromaticos (ITAHARA; IMAIZUMI, 2007),
Figura 32. No caso da interacdo m-anion com o Asp381 a distancia de 3,81 A. Assim como
acontece em todos os anéis substituidos desta molécula, a densidade de interagoes sao
aumentadas. O anel pirimidina, duplamente substituidos por atomos de nitrogénio, é uma
regido importante de interacdo, que faz 4 interacoes do tipo T — o com Leu370 3,53 A,
duas 7- metil com resfduos Ile315 e Ala269 5,09 e 3,49 A, e 1 ligacdo de hidrogénio com o
Glu316 a 2,77 A.

A molécula de nilotinibe tem na sua estrutura 2 anéis aromaticos de 6 membros nao
substituidos. O primeiro anel esta ligado ao trifluorometil, que tira a densidade eletronica
deste anel. Entretanto, esta baixa densidade pode ser agravada pela presenca de dtomos
de nitrogénio vizinhos, ligados neste anel, o que reflete no tipo de interacgao. Neste caso, o
anel interage com grupo doador eletrénico fraco (CHj) e a interagao entre eles é do tipo
m—metil e o residuo envolvido é o Met290. O outro anel esta ligado a um grupo metil,
que contribui para aumento da ressonancia do anel, por meio da carbonila, fazendo 3

interagoes duas m—metil e 1 7—S. Mesmo com as substitui¢des, o nilotinibe faz interagoes
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eletrostaticas entre o cation carregado positivamente e o centro de receptores de elétrons
(base de Lewis) m—cation, com nimero reduzido de ligagdo de hidrogénio e auséncia deste

tipo de interacao, pode ser fato determinante para um valor de score menor da molécula.

3.2.3.2 Docking da molécula niloH com a proteina mutada T315l na conformacdo DFG-out

O grupo CHj ¢ descrito como um doador de elétrons fraco. Efeitos eletrostaticos
entre grupo metil e a proteina tém grande contribuicao na energia de interacao, enquanto
que, o substituinte flior, retirante de elétrons, diminui a reatividade do anel benzénico. A

Figura 32 apresenta a comparagao das interagoes do niloH frente ao nilotinibe.

Figura 32 — Em (A), anel substituido com metil (niloH) e em (B), anel com trifluormetil
(nilotinibe), ambos fazendo interacao de natureza 7.

O grupo trifluormetil faz um grande nimero de interacoes, entretanto, tira densidade
eletronica do anel, tornando menos ativo as interacoes w, que faz ligacdo m—metil com
Met290. Por sua vez, o grupo metil tem um ntmero menor de interagoes em relacao
ao trifluormetil (Figura 32). O grupo aumenta quantitativamente as intera¢oes do anel,
perfazendo um total de 3. Séo eles: 7—anion com Asp381 a 4,96 A, m—metil 4,84 A
com Met290 e 7—metil 5,42 A com Val299. Observacio também evidenciada na funcéo
score-docking, que diminui de -10,6 kcal.mol~! da molécula nilotinibe para -10,1 kcal.mol~*.
As interaces importantes como: Asp381 a 3,00 A e Glu286 3,50 A se mantém (Figura 33),
perdendo a interacdo com Tyr253 e ganhando a interacdo com Met318 a 3,00 A, neste

ponto as interagoes se assemelham com as do imatinibe.

O nilotinibe faz interacdes na regiao do trifluormetil com cinco residuos, Ala380
Val379, 11e293, Leu298 e Val299, enquanto que o niloH tem interacdes com apenas dois
residuos, Val299 e Leu298. O volume do niloH, em relacao ao nilotinibe diminui, uma vez
que o dtomo de flior tem volume 20% maior que dtomo de hidrogénio, o que justifica no
encurtamento da distancia de ligacdo em 18, 7%, C—H (1,09 A) C—F (1,34 A), contribuindo
para aumento das distancias de interacao. Este fato também pode estar contribuindo para

a diminuicao da interacao enzima-inibidor, percebido na funcao score-docking.
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Figura 33 — Docking da proteina BCR-ABL mutada T315I conformacao DFG-out 3IK3
(codigo PDB), com a molécula modificada do farmaco nilotinibe: trifluormetil
por metil.

3.2.3.3 Docking da molécula niloCl com a proteina mutada T315l na conformacao DFG-out
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Figura 34 — Docking da proteina BCR-ABL mutada T315I conformac¢ao DFG-out 31K3
(cdédigo PDB), com a molécula modificada farmaco nilotinibe, modificac¢ao:
trifluormetil por triclorometil.

A molécula substituida do nilotinibe, por um grupo triclorometil, tem suas interagoes
mais significativas com o residuo Asp381, ligando-se em dois pontos com o nitrogénio a
2,90 A e o oxigénio a 3,30 A e com Glu286 (Figura 34). Todas as moléculas substituidas,
fizeram interacao usando o grupo amida no centro de suas moléculas com residuos. Outro

fato é que esta substituicao perde a interagao com Tyr253.
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O niloClI tem o volume maior em relacdo ao nilotinibe, mas mantém o mesmo
ntmero de torgoes. O sitio ativo da TK ¢é longo e estreito, logo para que o inibidor tenha a
maxima eficiéncia, todos os descritores devem ser otimizados. A introdugdo de um grupo
volumoso pode gerar impedimentos espaciais acentuados. Apesar de ser esperado que o
aumento no volume favoreceria o encurtamento de alguma distancia de interagao, diante

destas justificativas, o triclorometilo pode desfavorecer a interagao ligante-receptor.
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3.2.4 Docking da molécula ponatinibe com a proteina mutada T315] na

conformacao DFG-out
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Figura 35 — Pose do docking da proteina BCR-ABL mutada T315I, conformacao DFG-out
3IK3(cédigo PDB), com a molécula do farmaco ponatinibe.

5.42 2.46

A Figura 35, mostra a molécula de ponatinibe fazendo intera¢des com proteina
mutada T3151. Estruturalmente a molécula de ponatinibe apresenta semelhancas com a
molécula de nilotinibe, por exemplo, a presenca do trifluormetil se alocando na mesma regiao
da proteina que nilotinibe. Ao mesmo tempo conserva as interacoes feita pela molécula
de nilotinibe com os residuos, 1Le293, Leu298, Val379 e Val299, porém o ponatinibe
faz mais uma interacdo com a His361, com distancia de 3,40 A. Mas também mantém
fragmentos comuns a molécula do imatinibe. Como por exemplo, o grupo metil-peperazina,
estruturalmente também posicionado na extremidade da mesma forma que é encontrado
na molécula do imatinibe, na qual conserva interacoes comum com os residuos I1e360 e
Asp381. Em seu estado protonado, interage com a Ile360 a uma distancia curta de 2,12 A,

que pode indicar uma a interagao forte.

A mutagao T315I permite que a molécula inibitoria explore um espago conforma-
cional maior do que na proteina nativa. Para preencher toda a cavidade, a molécula de
ponatinibe traz algo ainda nao visto no seus predecessores classicos, a presenca do grupo
imidazol-pirimidina. Este liga-se a sequéncia de trés carbonos com uma tripla ligacao entre
eles, diminuindo rotac¢oes indesejadas. Este grupo é levado ao importante local da bolsa
hidrofébica do sitio, composta por residuos, dos quais fazem interagoes a Leu248, Leu370
e Ala269. Assim, age como sitio de ligacao proprio da molécula, por abrigar ndo apenas
estas, mas também outras interagoes como os residuos Met318, Tyr253 e Glu316, Figura
35. Isto contribui efetivamente para melhora da interagao proteina-inibidor, refletido na
funcao de score do docking -13,5 kcal.mol~!. O grupo Imidazol-pirimidina est4 presente
em varios estudo de farmacoféricos (VERBITSKIY et al., 2019).
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3.2.4.1 Docking da molécula pontH com a proteina mutada T315| na conformacdo DFG-out
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Figura 36 — Docking da proteina BCR-ABL mutada T315I, conformacao DFG-out 3IK3
(codigo PDB), com a molécula modificada do farmaco ponatinibe, modificagao:
trifluormetil por metil (pontH).
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A molécula pontH tem interagoes mais significativas com residuos Asp381, dupla-
mente a 3,40 A e 2,80 A, com Glu286 a 2,40 A e I1e360 a 2,30 A, da mesma forma que
a molécula de ponatinibe sem substituicao. Conforme observado no score do docking do

ponatinibe, que é de -13,5 kcal.mol™', o pontH cai para -12.9 kcal.mol ™.

Esta molécula apresenta um discreto e persistente distanciamento dos residuos de
interacao e perda de alguns pontos de ancoramento. Como, por exemplo, a interacao com
o residuo Met318. A perda de contatos feitos pelo grupo triflior impacta diretamente na

energia de interacao, diminuindo a sua afinidade.

Assim como visto na molécula de nilotinibe, o grupo metil faz um ntimero menor de
interagoes, mas ha um aumento de intera¢des no anel ligado ao grupo, que sao interacoes
com caracteristica de menor energia quando comparadas a molécula nao substituida. Outro
aspecto observado é que o fliior interage com hidrogénios do CH, vizinho na estrutura do
proprio inibidor, que pode agir como uma trava, impedindo tor¢oes, tirando a mobilidade
deste ponto de tor¢ao (CHy), podendo ser uma das causas do distanciamento discreto

observado em algumas interagoes.
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metil-pontH trifluormetil-ponatinibe

Figura 37 — Comparativo das intera¢oes metil e trifluormetil no ponatinibe.

3.2.4.2 Docking da molécula pontCl com a proteina mutada T315l na conformacdo DFG-out

Na molécula do pontCl, diferentemente do nilotinibe, a substitui¢do de atomos de
flilor por atomos de cloro, traz um ganho no perfil inibitério, apontado pela fungao score
do docking. A diferenca entre valores de score é da ordem de 0,3 kcal.mol~! em favor do

pontCl, possivelmente devido ao aumento pontual do volume da molécula.
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Figura 38 — Estrutura do docking da proteina BCR-ABL mutada T315I conformacao DFG-
out 3IK3 (cédigo PDB) com a molécula modificada do ponatinibe: trifluormetil
por triclorometil.
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3.3 Orbitais de Fronteira

Os objetivos deste capitulo sao: comparar as energias e a localizacao dos orbitais
de fronteira de cada inibidor com as principais interagoes mostradas no estudo de docking;
destacar a influéncia das modificagoes estruturais promovidas nas moléculas de ponatinibe
e nilotinibe; e avaliar o efeito dos estados de protonacao, que as moléculas de imatinibe e

ponatinibe podem assumir, em pH fisiologico, sobre os orbitais de fronteira.

A Tabela 6, traz as energias dos orbitais HOMO até HOMO-4, e a Tabela 7, as
energias dos orbitais LUMO até LUMO+4, para os quatro inibidores e os quatro derivados
analisados. A molécula de imatinibe esta presente em duas formas sem protonacao no grupo
metilpiperazina (imatinibe) e com a protonagdo (imatinibe™). O dasatinibe, nilotinibe,
niloCl e niloH nao apresentam estado protonado em pH fisiolégico. O ponatinibe também
apresenta a protonac¢ao no mesmo grupo que o imatinibe. Portanto, foram calculados as
energias para a molécula neutra (ponatinibe) e protonada (ponatinibe™), com o objetivo

de observar o impacto da protonacao nas energias destes orbitais.

Tabela 6 — Valores das energias dos orbitais moleculares HOMO até HOMO-4, energias
em eV. Funcional B3LYP na fun¢do de base 6-311+G(d,p).

Ligante HOMO HOMO-1 HOMO-2 HOMO-3 HOMO-4
imatinibe -5,08 -6,01 -6,37 -6,49 -6,93
imatinibe+ -7,11 -7,75 -8,30 -8,37 -8,56
dasatinibe -6,17 -6,39 -6,58 -6,76 -6,94
nilotinibe -6,27 -6,31 -6,87 -7,20 -7,38
niloCl1 -6,22 -6,29 -6,78 -7,13 -7,33
niloH -5,98 -6,18 -6,44 -6,73 -7,15
ponatinibe -5,80 -5,95 -6,08 -6,42 -7,20
ponatinibe+  -7,15 -8,59 -8,69 -8,78 -8,85
pontCl -5,77 -6,05 -6,15 -6,37 -7,31
pontCl+ -7,12 -8,95 -8,67 -8,75 -8,81
pontH -5,66 -5,76 -5,89 -6,00 -6,08
pontH-+ -7,07 -8,25 -8,60 -8,71 -8,85

Na molécula de imatinibe desprotonada, o valor da energia de seu HOMO é -5,08
eV, enquanto o imatinibe™ tem o valor da energia do HOMO de -7,10 eV. Mostrando
uma diferenca de energia de 2,02 eV. O mesmo ocorre para os outros orbitais ocupados e
desocupados, sendo que no caso do ponatinibe e derivados, a diferenca entre o HOMO
do protonado e desprotonado é menor que 1,41 eV. O valor da energia do HOMO do
dasatinibe é de —6, 17 eV, préximo ao valor da energia do HOMO da molécula de nilotinibe
(—6,27 eV). O orbital HOMO da molécula de dasatinibe tem energia mais elevada do que

as moléculas desprotonadas, de imatinibe (—5,08 eV) e ponatinibe (—5,80 eV). Porém,
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Tabela 7 — Valores das energia dos orbitais moleculares LUMO até LUMO+4, energias
em ¢V. Funcional B3LYP, com a fungao de base 6-3114+G(d,p).

molécula LUMO LUMO+1 LUMO+2 LUMO+3 LUMO+4 Gap

imatinibe -1,94 -1,58 -1,17 -0,82 -0,75 3,14
imatinibe-+ -4,30 -3,63 -3,24 -3,07 -3,00 2,81
dasatinibe -1,86 -0,84 -0,70 -0,67 -0,58 4,31
nilotinibe -2,30 -1,87 -1,52 -1,49 -1,23 3,96
niloC1 -2,29 -1,92 -1,66 -1,55 -1,48 3,93
niloH -2,22 -1,60 -1,39 -1,14 -0,84 3,76
ponatinibe -2,20 -1,83 -1,47 -1,02 -0,60 3,60
ponatinibe+  -4,15 -3,72 -3,48 -3,32 -3,12 3,00
pontCl -2,20 -1,83 -1,54 -1,26 -1,19 3,57
pontCl+ -4,16 -4,09 -3,77 -3,49 -3,29 2,96
pontH -2,09 -1,65 -1,20 -0,50 -0,02 3,57
pontH-+ -4,20 -3,37 -3,24 -3,20 -2,97 2,87

o dasatinibe tem energia do orbital HOMO mais alta que todas moléculas no estado

protonado, como pode ser visto na Tabela 6.

A substituicao por um grupo metil, que gerou o niloH, tem reflexos nos orbitais de
fronteira. O orbital HOMO no niloH tem energia de -5,98 eV, superior ao nilotinibe -6,27 eV.
Esta tendéncia é observada ao longo dos orbitais HOMO até o HOMO-4 (Tabela 6), com
uma variacdo de 0,13 eV até 0,47 eV. A molécula do niloCl origina-se da substitui¢ao do
trifluormetil por triclorometil. Portanto, dentro do contexto dos halogénios, nesta posicao
encontramos interferéncia nas energias dos orbitais de fronteira. O HOMO desta molécula
tem valor energético de —6,22 eV, muito préximo ao do nilotinibe de —6,27 eV (Tabela
6), ambos abaixo do niloH —5,98 eV. Ou seja, os halogénios tendem a apresentar uma
energia de HOMO mais baixa. No entanto, hd uma caracteristica presente na diferenca
entre o orbital E(HOMO)-E(HOMO-1) e E(LUMO)-E(LUMO+1). A diferenca E(HOMO)-
E(HOMO-1) é 0,05 eV e 0,07 para nilotinibe e niloCl, respectivamente, mas é de 0,20 eV
para o niloH. J4 a diferenca E(LUMO)-E(LUMO+1) é de 0,37 ¢V e 0,44 eV para nilotinibe

e niloCl, respectivamente, mas é de 0,62 eV para o niloH.

A molécula pontH, tem orbital HOMO com energia préxima ao ponatinibe, com
valor de —5.81 eV e —5.80 €V, respectivamente. Esta pequena diferenca, reflete nos demais
orbitais ocupados mais internos. Assim como na comparac¢ao do pontH, o pontCl também
apresenta uma energia do orbital HOMO (-5,77 eV) mais alta que a do ponatinibe (-5,80eV).
Demonstrando assim que, a presenca de halogénios nesta posi¢do da molécula tem reflexos

nas energias do orbitais.
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3.4 Orbitais de fronteira da molécula de imatinibe, protonada e

sem protonacao.

Como foi dito anteriormente, a molécula de imatinibe sofre protonag¢ao em uma
das suas extremidades, mais precisamente onde se encontra o fragmento metilpiperazina,
o nitrogénio deste anel comporta-se como uma base recebendo um préton H. As energias
dos orbitais ocupados e desocupados mostram um aumento da diferenca de energia entre
o HOMO e os niveis ocupados internos e o LUMO e os niveis desocupados mais altos.
Assim, foram realizadas investigagbes nas contribui¢goes do HOMO até HOMO-3 e LUMO
até LUMO+3. A Figura 39 mostra a localizacao dos orbitais HOMO até o HOMO-3. A
presenca deste préton muda completamente as energias dos orbitais e a localizacao destes

orbitais de fronteira na molécula de imatinibe.

HOMO-3

Figura 39 — Orbitais ocupados da molécula de imatinibe desprotonada (B) e protonada
em (A), usando o método B3LYP/6-311+G(d,p).

Na distribuicdo dos orbitais na molécula de imatinibe desprotonada, o orbital
HOMO encontra-se localizado na regiao em que ocorreu a protonagao (metilpiperazina).
Na molécula de imatinibe protonada, os orbitais HOMO e HOMO-1 estao posicionados

mais ao centro da molécula. No estudo de docking para a proteina com a mutacao T3151,



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 71

os grupos encontrados nestas regioes do ligante estao interagindo com os residuos apolares
[le315, Ala269 e Leu370 e o polar Glu316 (como pode ser visto no capitulo 3.1, Figura 27).

Do mesmo modo, a protonacao sofrida pela molécula de imatinibe modifica o perfil
dos orbitais LUMO. O orbital LUMO desprotonado tem energia de -1.94 eV, protonado
essa energia é de -4,30 eV, com a diferenca de energia entre eles igual a 2,35 eV. Isto
gera um decréscimo do gap entre o desprotonado de 3,14 eV e o protonado de 2,81 V.
O orbital LUMO da molécula protonada esta mais suscetivel a interacoes com residuos,
agindo como base de Lewis ou Bronsted-Lowry, como visto na Figura 40. Realizando a
interagao do tipo ponte de hidrogénio com residuos metionina (Met318) e interagoes T,
com os residuos Phe317 e Tyr253 (Figura 27).

O orbital LUMO da molécula protonada de imatinibe™, estd localizado na regiao
do grupo da metilpiperazina, importante para interacoes com o bolsao catalitico DFG-
out e a I1le360. Enquanto que, o LUMO da molécula de imatinibe neutra estd na outra
extremidade. A regiao de contribuicdo do LUMO, da forma protonada, faz interagdes com
os residuos I1e360, His361 e Asp381 (Figura 40). Fazendo desta regiao um local importante
para o ancoramento enzima-ligante. Apenas o orbital LUMO+1 apresenta uma pequena

contribuicao do grupo piperazina.
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LUMO+1

LUMO+3

Figura 40 — Orbitais desocupados da molécula de imatinibe desprotonada (B) e protonada
em (A). Célculos com o método B3LYP/6-3114+G(d,p).
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3.4.1 Analise de Componentes Principais

Conforme (PERONI; MARTINS; ANDO, 1999), o papel principal da anélise
multivariada é reduzir a dimensao de uma grande quantidade de dados, para um ntmero
menor de parametros com significativa relevancia, para fornecer uma visao estatisticamente

privilegiada do conjunto de dados.

Na Figura 41, a PCA foi construida usando os valores das energias dos orbitais
HOMO até HOMO-14 e LUMO até LUMO +14, para moléculas protonadas e desprotonadas
dos inibidores estudados, afim de comparar o comportamento energético destas moléculas.
Observa-se a criacao de dois polos distintos, para moléculas protonadas e desprotonadas,
mostrando que a protonagao modifica o comportamento eletronico ndo somente dos orbitais

de fronteira, mas também dos orbitais internos.

imatinibe PCA: HOMOs e LUMOs (0 a 14)
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Figura 41 — Analise PCA dos orbitais HOMO até HOMO-14 e LUMO até LUMO+14
para moléculas protonadas e desprotonadas.

Esta andlise da PCA (Figura 41) mostra que o imatinibe ndo se aproxima de
qualquer um dos outros inibidores protonados. Para confirmar essa observacao, foi realizado
um estudo uma PCA com os orbitais HOMO e LUMO, com orbitais internos até 14,
somente com as moléculas protonadas (Figura 42). Nesta nova anélise, é possivel observar o

comportamento diferente do imatinibe™ frente as moléculas do ponatinibe e seu derivados.
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Figura 42 — Analise PCA dos orbitais HOMO até HOMO-14 e LUMO até LUMO+14,
para moléculas protonadas.

3.5 Orbitais de fronteira da molécula de dasatinibe

A molécula do dasatinibe possui os orbitais de fronteira cobrindo uma maior
quantidade de atomos (Figura 43), do que o observado na molécula de imatinibe, protonado

e desprotonado.

HOMO-2 HOMO-3

Figura 43 — Orbitais HOMO a HOMO-3 da molécula dasatinibe. Céalculos com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

Na conformacao DFG-in selvagem, podemos comparar a posi¢ao do orbital HOMO
com as interacoes apontadas pelo ancoramento molecular com a tirosina quinase, coédigo

PDB (2GQG)!. A Figura 45, mostra que o residuo de treonina na posigao 315 interage com

1 2GQG, proteina BCR-ABL, selvagem na, conformacdo DGF-in.
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a regido da molécula onde estd localizado o orbital HOMO-3 (—6,76 €V) em dois pontos,
com a interacéo do tipo m — o com clorobenzeno a 3,76 A e uma interacéo tipo ligacéo
de hidrogénio a 2,84 A. Isto nio foi observado na ancoragem com a tirosina quinase na
forma selvagem (10PJ) na conformagao DFG-out. Na conformac¢ao DFG-out, tanto na
forma mutada (3IK3) quanto na forma selvagem (10PJ), o residuo Asp381 faz ligacao
de hidrogénio com a amida (HOMO-3), a uma distancia de 2,60 A. O orbital HOMO-2
esta presente na hidroxila e interage, via ligacdo de hidrogénio, com os residuos Asp381 e
Ala269, na forma DFG-out. Na forma selvagem, o orbital HOMO-3 demonstra ter uma
funcao importante, pois abriga uma densidade maior de interacoes e pela localizagao dos

residuos dentro da proteina.

A regiao do LUMO da molécula de dasatinibe esta no anel tiazol, estendendo-se
no sentindo do grupo amida no centro da molécula, com o valor da energia deste orbital
de —1,86 e¢V. O LUMO no fragmento de tiazol apresenta-se como um sitio de interacoes
importantes entre a molécula e a proteina, pois abriga a maioria das interagoes feitas,
tanto para a forma selvagem DFG-in e DFG-out quanto a mutagao T3151 DFG-out. O
orbital LUMO+1 abrange uma area maior da molécula. Dentro desta regiao é possivel
encontrar também o orbital LUMO+2 e LUMO+3. Estes dois tultimos sao superponiveis,
podendo supor que, outros orbitais desocupados deste inibidor possam contribuir para as
diversas interagoes desta molécula. Por este motivo, foram calculadas o gap de energia
entre o orbital HOMO e os orbitais LUMO+n(n=1-14). Os valores estdao disponiveis na
Tabela do Anexo 1. Encontrando um valor pequeno deste gap, o que reforca a ideia da

contribuicdo do LUMO para as interagoes do dasatinibe.

(LUMO+2) (LUMO+3)

Figura 44 — Orbitais LUMO, LUMO+1, LUMO+42 e LUMO++3 da molécula de dasatinibe.
Célculos realizados com o método B3LYP /6-311+G(d,p).

A Figura 46 traz a andlise PCA da diferenca entre a energia do HOMO e os
orbitais LUMO. O resultado mostrou uma separacao das moléculas desprotonadas, com a

formacao de grupos distintos de moléculas, o imatinibe com comportamento mais préximo
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Tiazol-2GQG Tiazol-IOPJ Tiazol-3IK3

Figura 45 — Interagoes feitas pelo grupo tiazol presente no dasatinibe como as proteinas
IOPJ, 2GQG e 3IK3.

ao ponatinibe, e o dasatinibe isolado mostrando que nesta propriedade, o dasatinibe se

comporta distinto dos demais inibidores.
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Figura 46 — PCA da energias entre o orbital HOMO e o LUMO+n (n=1-14),) para todas
moléculas protonadas e ndao protonadas.
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3.6 Orbitais de fronteira da molécula do nilotinibe

Figura 47 — Orbitais HOMO da molécula de nilotinibe. (A) HOMO, (B) HOMO-1, (C)
HOMO-2, (D) HOMO-3. Os célculos foram realizados com o método B3LYP /6-
3114+G(d,p).

A molécula de nilotinibe tem o orbital HOMO com menor valor de energia —6, 27
eV, entre todas as moléculas nao protonadas estudadas. Este inibidor possui um grupo
metilimidazol, que esta localizado na extremidade da estrutura, visto na Figura 48. Este é
um grupo heterociclico, formado por um anel de 5 membros com 2 dtomos de nitrogénio,
um grupo semelhante esta presente na estrutura da molécula do dasatinibe. Entretanto,
no dasatinibe um dos nitrogénios é substituido por um atomo de enxofre criando o grupo
tiazol. No nilotinibe, o grupo imidazol é levado para extremidade da molécula, como
pode ser visto na Figura 48. O orbital HOMO apresenta maior importancia na forma
selvagem (1OPJ), pois tem um niimero maior de interagoes, tornando-se a principal regiao

de interacao da molécula na conformacao DGF-out.

O orbital LUMO est4 localizado sobre o fragmento de piridina e pirimidina na
outra extremidade da molécula (Figura 49). A regiao onde esta localizada este orbital
demonstra ter menor importancia (menor nimero de interagoes) na forma selvagem e
maior importancia na forma mutada, pois na forma selvagem (Figura 48-A) tem menor
nimero de interagoes em relagao a forma mutada (Figura 48-b). A participagao da regiao
do LUMO+2 ¢ ainda mais emblemética, pois concentra um ntimero de interagoes superior
ao LUMO, tanto na forma selvagem e principalmente na mutacdo T315I. Assim, podemos

inferir que proteina com mutagao T315 da ao inibidor uma orientagao direcionada aos
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Figura 48 — Grupo metilimidazol circulado em preto, no circulo vermelho piridina-
pirimidina da molécula de nilotinibe em (A) ancorado com proteina mutada
3IK3 em (B) ancorado com a proteina selvagem 10PJ.

residuos com capacidade doadora de elétrons, principalmente no LUMO-+2, embora o

nilotinibe nao interage diretamente com a treonina da posi¢ao 315.

()

Figura 49 — Orbitais LUMO da molécula de nilotinibe. (A) LUMO, (B) LUMO+1, (C)
LUMO+2, (D) LUMO+3. Célculos realizados com o método B3LYP/6-
3114+G(d,p).

O orbital HOMO demonstra ter uma importancia para esta molécula. Desta forma,
fizemos uma analise PCA somente dos orbitais ocupados, indo desde o HOMO até o
HOMO-14. A Figura 50 mostra a PCA com moléculas desprotonadas. O nilotinibe se
assemelha ao niloCl na PCA, que parece ser ditada pela presenca dos halogénios, ja que

sem o halogénio no niloH, os orbitais ocupados se assemelham com os do dasatinibe, e
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ficam muito diferentes do imatinibe, ressaltando que o nilotinibe foi projetado com base

no imatinibe.

PCA: HOMOs 0 a 14
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dasatinibe [ ]
C imatinibe
[ ]
o O
a
_1 -
pontCl
oL pontH
ponatinibe L]
L]
1 1 1 1 1
2 0 2 4 6
PC1

Figura 50 — Grafico de PCA, orbitais ocupados das moléculas desprotonadas.

3.6.0.1 Orbitais de fronteira da molécula de niloH

A localizagao do orbital HOMO (Figura 52) é pouco afetada pela substituicao,
ficando sobre o anel imidazol na mesma extremidade molecular que a molécula original
(Figura 47). Da mesma forma, os demais orbitais ocupados nao sofrem alteragdo com
substituicao pela metila. Tal fato mostra que a presenca do metil nesta posicao do anel
nao muda a regiao do HOMO, e nao acarreta mudancas drasticas no perfil de inibicao

desta molécula.

Usando analise multivariada PCA é possivel identificar que a diferenca entre niloH
e nilotinibe é consideravel, e que o perfil desses orbitais ocupados se aproximam do
encontrado no dasatinibe, criando um clusters para os dois neste grafico. Os orbitais
LUMO, LUMO+1, LUMO+2, LUMO+3 (Figura 52) estao no lado oposto da molécula
em relagdo ao orbital HOMO. Ainda pode-se perceber que os orbitais desocupados estao

exatamente no grupo aminopirimidinico, do qual o nilotinibe é derivado.

Os valores de energia dos orbitais desocupados, assim como os orbitais ocupados,
sdo afetados pela alteragdo molecular. Para os desocupados (Tabela 7), o gap de energia
entre o nilotinibe e o niloH é menor que o encontrado nos ocupados. Estes valores sao
mais discretos que nos ocupados, que estao diretamente ligado a residuo de Val299, assim
como no imatinibe e ponatinibe. As regioes do HOMO-1 e LUMO+1 estao diretamente
ligada aos residuos Asp381 e Glu316.
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HOMO

HOMO-2 HOMO-3

Figura 51 — Orbitais ocupados para a molécula de niloH. Célculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

A analise multivariada dos orbitais desocupados para moléculas desprotonadas,
mostra que o niloH se aproxima do nilotinibe, formando um cluster com outras moléculas,
especificamente com o pontCl e pontH, e distanciado do dasatinibe (Figura 53). Ou seja,
o PCA dos orbitais desocupados nao traz uma relagao direta com a atividade destas

moléculas.
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LUMO

LUMO+-2 LUMO+3

Figura 52 — Orbitais desocupados da molécula de niloH. Os célculos foram realizados com
o método B3LYP/6-3114+G(d,p).
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Figura 53 — PCA: Energias do orbitais (LUMO) desocupados das moléculas desprotonadas.
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3.6.0.2 Orbitais de fronteira da molécula de niloCl

HOMO-2 HOMO-3

Figura 54 — Orbitais ocupados da molécula de niloCl. Calculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

A anédlise da PCA (Figura 50), mostra o nilotinibe e niloCl, formando um dos
clusters, reafirmando a semelhanga energética dos orbitais ocupados de ambos, indicando,
assim, que a presenca do halogénio nesta posi¢do potencializa os orbitais ocupados, sem
mudar a localizacao dos mesmos. Podendo inferir ainda uma outra tendéncia: quanto maior
o parametro de dureza do substituintes, mais os orbitais ocupados podem ser beneficiados,

indo para valores mais elevados.

Os orbitais desocupados tém energias com pouca diferenga entre o niloCl e o
nilotinibe, principalmente os desocupados préximos ao LUMO, demais desocupados (Tabela
6), a medida que o orbital tem maior energia (energias mais altas). A diferenca entre o
LUMO e o LUMO+1 é pequena. Portanto, estes orbitais LUMO e LUMO+1 possuem mais
condigoes para participar de reagoes quimicas que os demais orbitais analisados (Figura
53).
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LUMO+-2 LUMO+3

Figura 55 — Orbitais desocupados da molécula de niloCl. Os calculos foram realizados com
o método B3LYP/6-311+G(d,p).

3.7 Orbitais de fronteira da molécula de ponatinibe

O ponatinibe foi aprovado pelo FDA em 2012, para controle das 3 fases da LMC,
principalmente no controle fase bléstica, onde predomina a mutagdo T3151 (LEUKEMIA,
2013). Apresenta o custo extremamente alto, com média mensal de 16.500,00 ddlares,
por paciente (valores de 2021). Possui férmula molecular CogHo7F3NgO, foi desenvolvido
através de estudos computacionais, trazendo em sua constituigdo molecular, assinaturas

dos outros "inibidores".

O nitrogénio do grupo metil-piperazina, presente na molécula deste inibidor, pode
receber um préton HY (como acontece no imatinibe). Este grupo estd fixado na extremidade
da molécula (Figura 58). A protonagao provoca a inversao da localizagdo de posigao do
orbitais HOMO-LUMO, como pode ser visto na Figura 56 e 62. Sem a protonagao, o
orbital HOMO estd presente no grupo metilpiperazina com a energia de -5,80 eV. Ja
com a protonagao, este orbital estd presente no grupo imidazol da pirimidina, com valor
energético de -7,12 eV. Assim como acontece no nilotinibe, o orbital HOMO esta sobre o
grupo imidazol, mas com valor inferior ao seu sucessor ponatinibe. Além do grupo imidazol,
pode-se visualizar a presenga da pirimidina, formando um grupo heterociclico tinico (ver

a figura 58). Isto consolida como sitio de interacdo da molécula, pois abriga varias das
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HOMO-3

Figura 56 — Orbitais HOMO a HOMO-3 da molécula de ponatinibe, desprotonado a
esquerda e protonado a direita. Célculos realizados com o método B3LYP /6-
3114+G(d,p).

interagoes feitas por este inibidor como, por exemplo, Met318, Leu370, Tyr253, Ala269,
na conformagao mutada T3151 DFG-out.

Na molécula desprotonada, o orbital HOMO estd no grupo metilpiperazina e o
orbital LUMO estéd na outra extremidade da molécula onde se encontra a imidazolpirimidina
orbital LUMO. A protonacao inverte os orbitais, onde estava o orbital HOMO, agora se
observa o orbital LUMO. Com reflexo nas energias dos orbitais, o LUMO desprotonado
tem valor de energia de -2,20 €V, ja o protonado vai para -4,15 eV. O grupo metilpiperazina
abriga as seguintes interagoes Asp381, ILe360, His361, seguindo o imatinibe. Outra
caracteristica ¢ a distancia das interagoes. Em grande parte, sao interacoes a curtas
distancias, com a distancia méxima de 3,00 A. A distribuicdo dos orbitais HOMO e LUMO
no ponatinibe esta localizada em duas partes importantes da molécula, resgatando o perfil

do imatinibe e do nilotinibe.

A anélise PCA dos orbitais LUMO, indo do LUMO até o LUMO++14 para todas
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LUMO+-2

LUMO+3

Figura 57 — Orbitais LUMO da molécula de ponatinibe, desprotonado a esquerda e proto-
nado a direita, orbitais LUMO a LUMO+43. Calculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

as moléculas protonadas e desprotonadas, mostra a semelhanca dos LUMO do imatinibe
protonada e do ponatinibe protonado, ressaltando que os sitios doadores de elétrons das
duas moléculas tém similaridade, usando como andlise, as energias e localizacdo destes

orbitais.
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Figura 58 — Interacoes entre a molécula de ponatinibe+ com a proteina 31K3.
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Figura 59 — PCA: Energia dos orbitais LUMO de 0 a 14, para moléculas protonadas e

desprotonadas.

A molécula de ponatinibe foi projetada com base em inibidores que a antecedeu.

A Figura 60, mostra fragmentos presentes em outros inibidores, como o imatinibe, o

dasatinibe e o nilotinibe. Os circulos em vermelho mostram as inovag¢oes da molécula,

na tentativa de levar este fragmento a ter contato com parte do sitio ativo que outros

inibidores nao conseguem atingir, devido a mutacao na posi¢do especifica do residuo 315.
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imatinibe
dasatinibe
M nilotinibe

nilotinibe

imatinibe

Figura 60 — Fragmentos da molécula de ponatinibe encontrados em outros inibidores. Em
verde, presente em todos. Em azul, presente no imatinibe; em preto, presente
no nilotinibe.

3.7.1 Orbitais de fronteira da molécula do pontH+

HOMO-2 HOMO-3

Figura 61 — Orbitais HOMO da molécula de pontH+. Calculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

A anélise multivariada de PCA (Figura 50), mostra a proximidade entre pontH e
ponatinibe, se diferenciando dos orbitais HOMO do niloH e nilotinibe, onde a modificacao
molecular do pontH trouxe mais influéncia sobre as energias dos orbitais HOMO, (ver

se¢ao 3.6.0.1). Com a protonagao que acontece no grupo metilpiperazina, os orbitais tém
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menores energias, assim como acontece com as demais moléculas protonadas. Entretanto, as
diferencas energéticas sao mais acentuadas, como pode ser visto na Tabela 6. O trifluormetil
demonstra ter mais influéncia nos orbitais ocupados que a molécula protonada com o
metil. Como poderia ser esperado, haja visto a maior eletronegatividade apresentada pelo

grupamento trifluormetil.

LUMO LUMO+1

LUMO+-2 LUMO+3

Figura 62 — Orbitais LUMO da molécula de pontH+. Calculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).
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3.7.2 Orbitais de fronteira da molécula de pontCl+

HOMO-2 HOMO-3

Figura 63 — Orbitais HOMO da molécula de pontCl+. Calculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

O grupo triclorometil e trifluormetil, além de fazer interagoes com residuos da
proteina selvagem e com mutacao, como visto no nilotinibe e ponatinibe, aumenta a
reatividade do orbitais ocupados. Os orbitais de fronteira ocupados na molécula de pontCl,

se mantém na mesma regiao que no ponatinibe.

LUMO+-2 LUMO+3

Figura 64 — Orbitais LUMO da molécula de pontCl. Célculos realizados com o método
B3LYP/6-311+G(d,p).

A energia dos orbitais de fronteira desocupados LUMO, tem o mesmo valor para a
molécula contendo atomos de cloro e flior, -2,20 eV, superior a das moléculas contendo
atomos de hidrogénio. As mudancas mais significativas acontecem com orbitais desocupados

mais externos. As energias dos orbitais com cloro sao maiores que com flior e superiores a
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com atomos de hidrogénio. Este fato é possivel de ser notado na Figura 64, onde estao
desenhados os orbitais. A partir do orbital LUMO+2 podemos ver mudancas na regiao

destes orbitais, o que ndo foi visto nos orbitais de fronteira ocupados.
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3.8 Consideracbes dos Orbitais de Fronteira

A idéia por tras do estudo de estrutura eletronica destes inibidores é selecionar as
regioes mais importantes e potencializar ao maximo as interagoes. Neste sentido, cada
farmaco traz do seu antecessor suas potencialidades e tenta fortalecer seus pontos mais

vulneréveis.

e Imatinibe

— O grupo metilpiperazina presente na extremidade da estrutura molecular pro-

tonada influéncia as energias e a localizagao dos orbitais de fronteira.

— O orbital HOMO do imatinibe™ é equivalente em localizacao ao HOMO-1 do
imatinibe desprotonado. Esta regiao ¢ uma regiao sensivel para interacao com
a proteina tirosina quinase BCR-ABL. Na forma selvagem DFG-out, a regiao
deste orbital estd interagindo com o residuo treonina na posigao 315 (porteiro) e
outros residuos importante Glu316, Asp381 (triadade catalitica), esta interagoes
sao do tipo ligacao de hidrogénio. Por outro lado, estas interagoes nao estao
presente na proteina mutada T3151, neste orbital. A interacdo com residuo
Glu286 inexiste com a proteina mutada T315I, o que diminui a acao deste

farmaco.

— A regido do orbital LUMO (imatinibe™) realiza interagoes dos tipos: ponte de
hidrogénio, com residuos metionina (Met318), e interagoes 7, com os residuos

Phe317 e Tyr253, com a proteina selvagem e a mutada(T315I).
« Dasatinibe

— Na conformacao DFG-in selvagem, o residuo de treonina na posicao 315 interage
com a regiao da molécula do inibidor, onde esta localizado o orbital HOMO-3
(-6,76 ¢V). Na conformagao DFG-out, tanto na forma mutada (3IK3) quanto
na forma selvagem (10PJ), o residuo Asp381 faz ligacao de hidrogénio com a

amida, uma distancia de 2,60 A.

— A regiao do LUMO da molécula de dasatinibe esté no anel tiazol. Esta regiao
se apresenta como um sitio de interacoes importantes entre a molécula e a

proteina, por abrigar a maioria das interagoes realizadas.
« Nilotinibe

— O orbital HOMO apresenta maior importéncia na forma selvagem (10PJ), pois
tem um maior nimero de interacoes, tornando-se a principal regiao de interacao

da molécula na conformagao DGF-out.
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— A participagao da regiao do LUMO+2 ¢ ainda mais emblematica, pois concentra
um namero de interacoes superior ao LUMO, tanto na forma selvagem e,

principalmente, na mutacao T315I.

— Os orbitais de fronteira sao afetados de forma discreta quando o trifluormetil é
substituido por alquil ou triclorometil. O impacto conferido no score docking é
devido as interagoes feitas por halogénios nao serem aproveitadas pelo alquil, que
tenta compensar com aumento de interagoes no anel, entretanto com interagoes

fracas.
e Ponatinibe

— O ponatinibe também foi protonado no grupo metilpiperazina, seguindo a
molécula de imatinibe. A protonacao provoca a inversao da localizacao de
posicao do orbitais HOMO-LUMO.

— HOMO na molécula protonado equivale em localizagdo ao HOMO-1 da molécula
desprotonada, localizados em grande parte sobre o grupo imidazol-pirimidina,
consolidando como o sitio de interacao da molécula, pois abriga varias interagoes
feitas por este inibidor como, por exemplo, Met318, Leu370, Tyr253, Ala269,
na conformacao mutada T3151 DFG-out.

— Os residuos Asp381 e Ile315 estao interagindo com a regiao do HOMO-1 da
molécula protonada ou orbital HOMO-3 (desprotonada), com excecao do residuo

11315 interage com a regiao do HOMO-1 da molécula desprotonada.

— O Ponatinibe resgata a interagdo do Glu286 na mesma posi¢ao que o imatinibe
interage com a proteina selvagem, regiao HOMO-1. Esta interagao é perdida

quando a molécula ancora na proteina mutada(T315I).
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3.9 Orbital natural de ligacdo, Mapa de potencial eletrostatico e

Cargas atomicas

Para fins de comparagao, o MEP de todas as moléculas estao com o mesmo intervalo
(em unidades atomicas), entre -5,39 .1072 u.a a 5,39 .1072 u.a. As moléculas analisadas
foram: imatinibe, dasatinibe, nilotinibe niloH, niloCl, ponatinibe, pontH e pontCl. Todas
estas moléculas foram calculadas no estado neutro, com o funcional BSLYP e com a funcao
de base 6-3114+G(d,p).

Outro recurso utilizado em paralelo ao MEP foi a analise do orbital natural de
ligagdo (NBO). Este método fornece varias ferramentas para investigacao do comporta-
mento eletronico da molécula em questao. Dentro desta informagoes, utilizamos energia
de perturbagao de segunda ordem E(2). Este conceito de estabiliza¢do da molécula se
da pela capacidade da mesma em doar elétrons de atomos ricos para atomos pobres em
elétrons. Neste contexto, quanto maior for energia E(2), maior serd a energia associada a
estabilizagdo da molécula (GLENDENING; LANDIS; WEINHOLD, 2011). As moléculas
dos inibidores também foram submetidas ao cdlculo com o funcional BSLYP na funcao de
base 6-3114+G(d,p).

As maiores energias de segunda ordem das moléculas e as energias de segunda
ordem do grupo amida de cada inibidor serao discutidas a seguir. Serdao apresentadas as
5 maiores energias de segunda ordem, o ntimero e o tipo dos atomos doadores, niimero
e o tipo dos atomos receptores, tipo de orbital envolvido na doacgao e recepg¢ao. Serdo
apresentados também os 3 pontos de transferéncia do grupo amida, pois esta sequéncia
de atomos ¢é conservada nos inibidores analisados, além de ser responsavel por interagoes
importantes em todos os inibidores. Na andlise NBO, serao apresentadas as possiveis
interagoes (energias de estabilizagao E(2)) entre orbitais do tipo ligante (BD, do inglés

'Bonding") e par solitario (LP, do inglés "lone pair").
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3.9.1 Imatinibe: NBO, MEP e cargas atomicas

A Tabela 8 mostra os resultados da analise NBO do imatinibe. Em termos globais,
sao as transferéncias energéticas, entre doador e receptor, mais baixas que todos os demais
inibidores analisados. O rearranjo eletronico esta concentrando principalmente no centro

da molécula.

Tabela 8 — Energia de segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™!. Célculos para molécula de
imatinibe realizados com funcional B3LYP e func¢ao de base 6-3114+G(d,p).

Doador NBO Receptor NBO E(2)
BD* | C5-C23 BD* (C2-C24 383,57
BD* | C9-C10 BD* C11-C12 375,70
BD* | C9-C10 BD* (C21-C22 349,17
BD | C36-H68 BD* (C34-H67 288,70
BD* | C26-N37 BD* N27-C28 191,27
Amida | LD 08  BD* N6-C7 3228
Amida | BD | N6- H43 BD* (7-08 462
Amida | BD* | C7-08 BD* (7-08 482

QY | W DN —

Na molécula de imatinibe, o valor maximo da energia de segunda ordem ficou
no grupo tolueno (BD), no centro da molécula (Figura 65). Quando comparamos com
a posicao dos orbitais de fronteira, esta regiao tem contribuicao do orbital LUMO+1.
Todos os demais pontos de transferéncia de carga ficaram na regiao do LUMO e HOMO-1
nao foi encontrado rearranjo eletronico na regiao orbital HOMO. Por esta andlise, nao
ha contribuicdo do orbital HOMO do imatinibe, o que poderia ser relacionado a um
pior desempenho inibitorio frente a proteina mutada T3151. Outro fato notado é que a
metil-piperazina nao contribui com rearranjos eletronicos importantes, do ponto de vista

quantitativo.

o B

9

E(2)(NBO) MEP

B

Figura 65 — Molécula de imatinibe. E(2)(NBO) Circulos azuis doadores e em vermelhos
receptores. No MEP, em azul baixa densidade, e em vermelho alta eletronica.
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O grupo amida composto pelos atomos de carbono C7, nitrogénio N6, oxigénio OS,
e hidrogénio H43 apresenta a maior transferéncia (E(2)). Esta transferéncia foi relativa ao
par de elétrons solitarios (LP) do oxigénio para orbital ndo ligante, da ligagao entre o &tomo
de nitrogénio e o d4tomo de carbono deste mesmo grupo, com valor de 32,28 kcal.mol~t. As
outras duas transferéncias sdo de menor valor, ambas inferiores a 5 kcal.mol™*. O ponto

de alta densidade eletronica do grupo amida pode ser visto no MEP (Figura 65).

O circulo vermelho, na Figura 66, mostra as cargas em ChelpG do imatinibe.
Podemos observar a variacao destas cargas com relagao aos outros atomos da molécula,
principalmente do carbono ligado ao anel aromatico, e do hidrogénio 4cido do nitrogénio do
grupo amida, junto com o oxigénio deste mesmo grupo. Este carbono do anel, é o que sofre
substituicao por halogénios nos inibidores pés imatinibe. Devido a posicao deste atomo
de carbono, ele pode estabilizar ou desestabilizar as cargas do nitrogénio do grupo amida
ligado a ele. O 4tomo de nitrogénio do imatinibe é menos negativo que os outros inibidores,
com exce¢ao do pontCl (Tabela 9), com carga -0,59 u.a, que influencia diretamente no
hidrogénio ligado a ele, deixando-o menos positivo que os outros inibidores. Por outro lado,
o oxigénio deste grupo tem pouca variacao na carga frente aos outros inibidores, carga

0,66 u.a, o que permitiu que o atomo de oxigénio ficasse mais negativo.

Grupo amida

Figura 66 — Cargas em ChelpG da molécula de imatinibe.
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Tabela 9 — Carga ChelpG do grupo amida e do carbono do anel ligado a amida. A
numeracao segue a dos atomos do imatinibe (Figura 66).

Ligante N H C O

Imatinibe  -0,59 0,25 0,464 -0,55
Dasatinibe -0,66 0,30 0,326 -0,54
Nilotinibe  -0,70 0,31 0,517 -0,54

NiloH 0,67 0294 0515 -0,55
NiloCl 0,63 0295 0,450 -0,54
Ponatinibe -0,64 028 0,447 -0,55
PontH 0,66 0,209 0,499 -0,53
PontCl 0,58 0,266 0,406 -0,55

3.9.2 Dasatinibe: NBO, MEP e cargas atémicas

A Tabela 10 mostra os resultados da analise NBO para o dasatinibe. A molécula
de dasatinibe tem valores maiores de energias E(2) que o imatinibe e estao distribuidos
ao longo da estrutura. Assim como visto nos orbitais de fronteira, que também estao
mais espalhados, esta molécula difere do padrao encontrado na molécula de imatinibe que
concentra em grupos especificos. O MEP da molécula do dasatinibe (Figura 68) mostra a
presenca de trés pélos com maior intensidade negativa, ao contrario do padrao visto no

imatinibe.

Tabela 10 — Energia segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™*, no nivel B3LYP/6-311+G(d,p)
para a molécula de dasatinibe.

Doador NBO Receptor NBO E(2)
BD C31-H59 BD* C30-N32 745,17
BD C19-N29 BD* (C30-N32 370,65
BD* C19-N29 BD* C17-C18 286,28
BD* C4-C5 BD* C2-C3 256,93
BD (C31-H59 BD* C27-Hb54 198,54
Amida | LP Oll  BD* NOCI0  26.92
Amida | LP NO BD* C10-O11 45.11
Amida | BD C10-O11 BD* C12-C13  4.24

O = | W DN~

Desta forma, o dasatinibe apresenta centros/fragmentos que podem agir como
nucledfilo e eletrofilo, mais atrativos que os vistos na molécula de imatinibe. O fato de ter
mais zonas de alta densidade eletronica e de baixa densidade eletronica, permite que o
dasatinibe se ligue a uma gama maior de residuos polares e apolares, como pode ser visto

no estudo de docking. Isto também esta relacionado ao perfil da molécula que busca uma



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 97

orientacao do sitio ativo que a direcione para regices onde ha mais presenca de residuos

com polaridade, sem desprezar possiveis interagoes com residuos apolares.

As principais transferéncias eletronicas, mostradas no NBO E(2) estao sobre atomos
de carbonos, C30, C31 e C19 e C17 do grupo metil-piridina que estao localizados mais
ao centro da molécula. Comparando as maiores energias E(2) com o MEP, estes atomos
fazem parte de uma area neutra da molécula. Quando comparamos os orbitais de fronteira
com as interacoes, encontramos o orbital LUMO-1, onde os residuos que fazem interagao

sao leucina e a valina, ambos residuos apolares.

R NS +7 P
59 8 o T /2

9 ) 9 Jj‘ 9
@, 2 .
E(2)(NBO) MEP

Figura 67 — Molécula de dasatinibe. E(2)(NBO) com circulos azuis doadores e em ver-
melhos receptores. No MEP, regiao azul indica baixa densidade eletronica e
regiao vermelha alta eletronica.

O carbono vizinho do grupo amida esta ligado ao anel substituido, neste caso, pela
presenca do atomo de cloro como substituinte, o qual diminui a densidade eletronica deste
carbono, deixando-o menos positivo (carga atdmica 0,33 u.a). Podem ser observados dois
rearranjo eletronicos significativos relacionados ao atomo de oxigénio do grupo amida. O
primeiro é comum ao imatinibe, o qual desloca o par de elétrons (LP) do oxigénio para o
orbital nao ligante da ligacao entre nitrogénio e carbono, com valor energético de 26,92
kecal.mol™!, menor que o observado no imatinibe. A segunda doacdo com valor maior que
a primeira, 45,11 kcal.mol~! mas no sentindo inverso da primeira, o par de elétrons do
atomo de nitrogénio desloca-se para orbital ndo ligante da ligacdo do atomo de carbono e
oxigénio. Assim, o atomo de nitrogénio deste grupo é mais negativo (-0,66 u.a.) que seu

antecessor, imatinibe, deixando seu hidrogénio mais positivo (0,30 u.a).
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Grupo amida

Figura 68 — Cargas em ChelpG da molécula de dasatinibe.

3.9.3 Nilotinibe: NBO, MEP e cargas atomicas

A Tabela 11 mostra os resultados da analise NBO do nilotinibe. Os valores de
energias E(2) sdo proximos da molécula imatinibe, 385,96 kcal.mol™!, para nilotinibe,
sendo superior em aproximadamente 2,40 kcal.mol™!, com maior ponto de deslocalizacdo
no anel do trifluormetil. Quando sobrepomos os orbitais de fronteira, a regiao do HOMO
nao possui contribui¢do provenientes de rearranjos importantes da energia E(2). Por outro
lado, a regiao do orbital LUMO esta contida em uma regiao de rearranjo, com valor de

energia de 316,05 kcal.mol™!.

Tabela 11 — Energia segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™!, no nivel BSLYP 6-311+G(d,p)
para molécula de nilotinibe.

Doador NBO Receptor NBO  E(2)
BD* (C7-C31 BD* (C5-C6 385,96
BD* C18-N29 BD* N19-C20 381,04
BD* C11-C30 BD* C14-C16 364,6
BD* N27-C28 BD* (25-C26 316,05
BD* C11-C30 BD* C12-C13 246,13
Amida | LP__ 010 BD* N&C9 3333
Amida | LP N8 BD* (9-010 66.84
Amida | BD C9-C1I BD* C7.N8 467

G =] W DN =

A Figura 69 mostra o MEP do nilotinibe. O MEP mostra a regiao do hidrogénio
(4dcido) com intensidade de cor azul mais forte, enquanto na regiao do oxigénio uma
tonalidade vermelho, sugerindo acimulo de densidade eletronica. O grupo substituinte
trifluormetil, ligado ao anel benzénico do nilotinibe, tira densidade eletronica do anel com

mais intensidade do que visto na molécula de dasatinibe, deixando o a&tomo de carbono
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ligado ao grupo amida mais positivo, com carga atomica de 0,51 u.a. Por sua vez, o atomo
de nitrogénio do grupo amida doa densidade eletronica para o carbono deste mesmo grupo.
O resultado, no ajuste destas cargas, deixa o hidrogénio do grupo amida mais acido, com

carga atomica de 0,31 u.a, como pode ser visto circulado em vermelho Figura 70.

Um ponto importante sobre a molécula de nilotinibe é que possui 7 diferentes
nitrogénios ao longo da molécula. Estes atomos sao atratores de elétrons, os quais fluem
livremente por anéis aromaticos. Por estarem espalhados, criam uma uniformidade ele-
tronica, como visto no MEP do dasatinibe. Entretanto, o trifluormetilbenzeno quebra
esta uniformidade, criando uma zona de alta densidade com o imidazol e outra de baixa
densidade, no carbamida (Figura 69). Isto permiti que o nilotinibe tenha caracteristicas
semelhantes ao imatinibe e dasatinibe, surgindo como hibrido de ambos. Este fato reflete

no estudo de docking, no qual o nilotinibe faz interagoes com residuos polares e apolares.

NBO MEP

Figura 69 — Molécula de nilotinibe. E(2)(NBO), os dtomos em destaque mostram as 5
maiores transferéncias de carga. No (MEP) a regiao em azul indica baixa
densidade, enquanto a regiao vermelha indica alta densidade eletronica

A importancia do grupo amida ja foi descrito anteriormente, por fazer interagoes
importantes, como do tipo ligacdo de hidrogénio com residuo Glu316. Este grupo faz dois
rearranjos energéticos, apontados pela energia de segunda ordem, com valores maiores do
que os vistos nas molécula de imatinibe e dasatinibe. Na primeira, o par de elétrons do
atomo de oxigénio desloca-se para o orbital nao ligante da ligacao entre o nitrogénio e o
carbono (também visto nas duas molécula anteriores), com o valor de 33,38 kcal.mol™!, e a
outra doacdo com valor energético de 66,84 kcal.mol™!, superior & primeira e acontecendo
no sentindo reverso, como no caso do dasatinibe. O resultado destes rearranjos é que o
atomo de nitrogénio do grupo amida tem uma carga mais negativa (-0,69 u.a) o 4tomo
de oxigénio, com carga de -0,54 u.a. Enquanto que o hidrogénio do NH tem uma carga
positiva, praticamente sem mudancas com relagdo ao dasatinibe. Com o MEP ¢é possivel

observar esta regiao de hidrogénio mais acido.
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-0.28¥) Grupo amida

Figura 70 — Cargas ChelpG da molécula de nilotinibe, circulado em vermelho, atomos do
grupo amida.

3.9.3.1 NiloH: NBO, MEP e cargas atdémicas

A Tabela 12 mostra os resultados da anédlise NBO do niloH. As contribuigoes estao
dispersas ao longo da cadeia da molécula. O niloH possui maiores energias de estabilizagao
que o nilotinibe, mas nao mostra contribuicao significativa do par solitario do oxigénio do

grupo amida.

Tabela 12 — Energia segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™!, no nivel B3LYP 6-311+G(d,p)
para molécula de niloH.

Doador NBO Receptor NBO  E(2)
BD* C7-C31 BD* Cb5-C6 4542
BD* C11-C30 BD* C14-C16 439,26
BD* C18-N29 BD* N19-C20 397,77
BD* N27-C28 BD* C25-C26 323,51
BD C38-H61 BD* C37-HG60 305,65

QY | W DN =

A presenga do metil no lugar do trifluormetil deixa o anel benzénico com a densidade
eletronica maior, portanto, pode permitir transferéncia de carga entre os atomos, devido a
auséncia do grupo retirador de elétrons, deixando a transferéncia mais fluida e como menos
distorgao, refletindo diretamente na carga do hidrogénio ligado ao nitrogénio (Figura 72),
inferior ao nilotinibe. O oxigénio da carbonila ficou com carga mais negativa -0,54 u.a.
Fato reforcado no MEP, apresentando hidrogénio com densidade eletronica maior e no
oxigénio, também uma maior densidade eletronica, se aproximando eletrostaticamente da

molécula de imatinibe.
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NBO MEP

Figura 71 — Molécula de niloH. E(2)(NBO), os dtomos em destaque mostra 5 maiores
transferéncias cargas. No MEP a regido em azul indica baixa densidade
eletronica e a regiao em vermelho indica alta eletronica.

o al)
g (0.9 Grupo amida

Figura 72 — Cargas em ChelpG da molécula de niloH. Atomos do grupo amida circulados
em vermelho.
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A auséncia do atomo de fliior, na estrutura da molécula de niloH, reforga ainda
mais a natureza desta molécula, estruturalmente e eletronicamente. Apresenta semelhanca
com o MEP do nilotinibe. A diferenga com relacao ao imatinibe estd associada a troca da
metil-piperidina por metil-imidazol, que continua apresentando um MEP mais disperso
entre regioes mais e menos eletronegativas. Portanto, o imidazol tem influéncia na molécula,
confirmanda no valor de score, melhor que imatinibe (-10,6 para -9,0 kcal.mol™!). Neste caso,
o docking é possivel observar que o fragmento metil-imidazol é um fragmento importante

para interagoes (Asp381 e Val289 Lys285) e para a distribui¢ao eletronica na molécula.

3.9.3.2 NiloCl: NBO, MEP e cargas atémicas

A Tabela 13 mostra os resultados da andalise NBO do niloCl. Essa Tabela mostra
que as energias mais estdveis da molécula de nilotinibe (trifluormetil) sio 394,73 kcal.mol ™,
para -CCls, contra 385,96 kcal.mol~! do -CF3 e 454,20 kcal.mol~! do -CH3. A presenca
dos cloros ou hidrogénios nao altera os atomos doadores e receptores, somente os valores,

principalmente nos valores mais altos e proximos ao local de substituicao.

Tabela 13 — Energia segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™!, no nivel B3LYP 6-311+G(d,p)
para molécula de niloCl.

Doador NBO Receptor NBO E(2)

BD* C7-C31 BD* C5-C6 394,73
BD* C18-N29 BD* N19-C20 385,32
BD* C11-C30 BD* C14-C16 373,52
BD C38-H61 BD* C33-Cl36 35947
BD* N27-C28 BD* C25-C26 316,27

O = W DN =

O desempenho eletronico apresentado pelos atomos de triclorometil nao difere
dos metil nesta posi¢ao, ou mesmo do trifluormetil. O MEP (Figura 73) mostra uma
caracteristica singular do hidrogénio acido do grupo amida, com a intensidade do azul
diminuindo no niloH, em relagdo as duas outras moléculas. Ao mesmo tempo, a densidade
eletronica no oxigénio da amida fica mais negativa no niloH. Como mostra a Figura da
cargas (74), o hidrogénio 4cido vai para 0,29 a.u no niloH e niloC1 contra 0,31 (CF3) a.u.
no nilotinibe, tornando este hidrogénio menos acido e menos propenso a interagao com a
proteina. O oxigénio segue os mesmos valores entre -0,54 a.u e -0,55 a.u. para o nilotinibe,
niloH e niloCl. Portanto, a presenca de grupo substituintes (CClz) ndo trouxe uma melhora

nas propriedades do niloH e niloCI.
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E(2)(NBO) MEP

Figura 73 — E(2)(NBO), os dtomos em destaque mostra as 5 maiores transferéncias cargas.
(MEP), em Azul baixa densidade, em vermelho alta eletrénica, para molécula
de niloCl.

r_.‘;-' Grupo amida oz (g

Figura 74 — Cargas em ChelpG da molécula de niloCl, circulado em vermelho, dtomos do
grupo amida.

3.9.4 Ponatinibe: NBO, MEP e cargas atomicas

A Tabela 14 mostra a energia de segunda ordem E(2) da molécula de ponatinibe,
sendo superior em 6 vezes o valor encontrado nas moléculas analisadas até momento,
o que condiz com o score encontrado no docking. Distancia-se do padrao seguindo por
imatinibe e nilotinibe, que apresentaram maior transferéncia de energia entre carbonos
do metilbenzeno no imatinibe e niloH (—CHj), e triclorometil e trifluormetil no niloCl e
nilotinibe, respectivamente. Esta regiao corresponde aos orbitais LUMO e HOMO-1. O
orbital HOMO nao teve contribui¢ao correspondente as energias de segunda ordem dentro
das principais contribui¢oes. A maior energia E(2), dentro da regiao do HOMO, foi de
81,00 kcal.mol™!, ainda sim superior ao HOMO do nilotinibe e imatinibe, em que sua

maior energias de segunda ordem foram inferiores a 40,00 kcal.mol ™.

Uma mudancga observada na estrutura do ponatinibe frente aos inibidores ante-
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Tabela 14 — Energia segunda ordem, NBO E(2) em kcal.mol™', no nivel B3LYP/6-
311+G(d,p) para molécula de ponatinibe.

Doador NBO Receptor NBO E(2)
1 BD C37-H66 BD* C37-N38 3.246,43
2 CR C 37 BD* C37-H66 712,53
3 BD* N33-C34 BD* C35-C36 589,48
4 BD C37-H66 BD* C36-C37 463,46
5 BD* C35-C36 BD* C31-C32 460,44
Amida | LP o7 BD* C6-N8 32.77
Amida | LP N 8 BD* C6-07 69.14
Amida | BD C6-07 BD* C4-C5 3.65

cessores, é com relacdo aos atomos de nitrogénio. A molécula de ponatinibe possui 6
atomos de nitrogénio, um a menos que o dasatinibe, o imatinibe e o nilotinibe. Nestes
dois ultimos inibidores, os atomos de nitrogénio estao ao longo de toda a molécula. O
dasatinibe por outro lado, concentrou a maior parte deste atomo na regiao central de sua
molécula. A molécula de ponatinibe, concentrou os atomos de nitrogénio nas extremidades,
formando dois grupos, com 3 e 2 dtomos de nitrogénio. Dois destes dtomos estao no grupo
de metil-piperazina, e outros 3 dtomos estao grupo no imidazol-piridina, Um desses dtomos

estd no grupo amida, no centro da molécula.

Outros atomos com caracteristica de atrair elétrons sao: um atomo de oxigénio e
grupo CF3. O MEP é mais suavizado (Figura 75), ndo demonstrando alta concentragao
de densidade eletronica, podendo intuir que a densidade eletronica é distribuida quase
uniformemente, pelos atomos de carbonos SP,. O MEP assemelha-se ao visto na molécula

de imatinibe e diferencia do MEP do nilotinibe e, principalmente, do dasatinibe.

O rearranjo das cargas intramolecular estao presentes no grupo imidazol-piridina,
como pode ser visto na Figura 75. Com valor de 3.246,43 kcal.mol™!, este fragmento é
responsavel por um nimero grande de interagoes com a proteina na forma mutada. O
que justifica aumentar o comprimento da molécula de ponatinibe com combinagoes de
carbonos de ligacoes simples e triplas, levando este importante fragmento até os residuos

alvos, por sua capacidade de doar e receber cargas.

O grupo amida segue a tendéncia do dasatinibe e do nilotinibe, devido a presenca
do grupo substituinte trifluormetil. Nesta molécula, o hidrogénio acido tem carga 0,28 a.u.
Este valor é menor do que do nilotinibe (CF3). O oxigénio se mantém na mesma faixa
de -0.55 u.a para ponatinibe e -0.54 u.a para nilotinibe. O MEP mostra os ponto de alta
densidade sobre o oxigénio e baixa densidade sobre o hidrogénio, mostrando que a acidez

deste hidrogénio nao ¢ delimitador do score.
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Figura 75 — Molécula de ponatinibe. E(2)(NBO), os 4tomos em destaque mostram as 5
maiores transferéncias de cargas. No MEP, a regidao em azul indica baixa
densidade eletronica e em vermelho indica alta densidade eletronica.
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Figura 76 — Cargas em ChelpG da molécula de ponatinibe, circulado em vermelho, atomos
do grupo amida.

3.9.41 PontH: NBO, MEP e cargas atémicas

A Tabela 15 mostra os resultados da andlise NBO do pontH. A substitui¢ao do
grupo CF3 na molécula de ponatinibe por do CHjs, que gerou a molécula pontH, apresenta
reflexos na energia de estabilizagdo E(2), que é quase 50% menor do que na molécula
de ponatinibe (Tabela 15). Quando comparamos com o niloH, seu andlogo quanto a
substituicdo, o comportamento é contrario. O niloH aumenta a estabilidade do composto
com substituicao pelo grupo -CHj. Este fato, pode ser devido aos principais rearranjos na
molécula de nilotinibe, que estdao no centro molecular, préximo a substitui¢do. Enquanto
que, na molécula do ponatinibe, seus principais rearranjos sao na extremidade molecular,

longe da substituicao.
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Tabela 15 — Energia de segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™, no nivel B3LYP/6-
311+G(d,p) para a molécula de pontH.

Doador NBO Receptor NBO E(2)

BD C36-H65 BD* C30-C31 1.632,99
BD C36-H65 BD* C34-C35 706,17
LP N 38 BD* N32-C33 449,98
BD C12-C21 BD* N32-C33 441,69
BD* (C30-C31 BD* C 34-C35 404,3

QY | WO DN

A auséncia do halogénio, assim como visto no nilotinibe, tem interferéncia direta
no grupo amida, deixando o hidrogénio ligado ao hidrogénio levemente mais dcido (Figura
78) e o oxigénio do carbonila menos eletronegativo. Como esta mudanga nas cargas é
pouco significativa, o MEP nao apresenta também uma diferenca entre o ponatinibe e o
pontH (Figura 77) Embora este oxigénio seja o ponto de maior densidade apontado pelo
MEP, sugere também uma distribui¢cao mais uniforme. A substituicdo promovida deixa a
molécula, nesta regido, mais neutra, como pode ser vista no MEP, podendo desfavorecer
esta parte da molécula na interagdo com a proteina, justificando seu valor menor nas
transferéncias de energias.
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Figura 77 — Molécula de pontH. NBO E(2), os 4&tomos em destaque mostram as 5 maiores
transferéncias de carga. No MEP, a regido em azul indica baixa densidade
eletronica e em vermelho indica alta densidade eletronica.

3.9.4.2 PontCl: NBO, MEP e cargas atdmicas

A Tabela 15 mostra os resultados da analise NBO do pontCl. A molécula de pontCl
¢ fruto da substituicao -CF3 por -CCls. Como é observado, as modificagbes propostas
interferem na energia de estabilizacdo. Neste caso, a energia E(2), que é associado também
a estabilidade molecular do composto, é superior ao ponatinibe(CF3). E contrario a
tendéncia apontada do niloCl, o qual se comporta proximo ao nilotinibe CF3. Os cloros sao
fontes de elétrons que podem ser rearranjados. No entorno dos cloros, estao 4 das maiores

energias E(2). O cloro é o halogénio de carga nuclear efetiva alta e, ainda assim, menor que
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Figura 78 — Cargas em ChelpG da molécula de pontH, circulado em vermelho, atomos do
grupo amida.

flior que tem raio atdomico menor, a assim, nuvem eletronica estd menos presa. Portanto,

sao mais polarizaveis que os grupos do triclorometil e sao grupos ricos em elétrons.

Tabela 16 — Energia segunda ordem NBO E(2)/kcal.mol™!, no nivel B3LYP 6-311+G(d,p)
para molécula de pontCl.

Doador NBO Receptor NBO  E(2)

LP Cl 66 BD* C30-C31 5.803,76
LP Cl 66 BD* C35-C36 3482,15
CR Cl 66 BD* C30-C31 2469,18
BD C22-Cl66 BD* C30-C31 2047,18
CR Cl 66 BD* C35-C36 1762,53

QY | W DN —

A presenca do halogénio forca uma maior distribuicao eletronica, como nao foi visto
no pontH. O grupo CH3 é um grupo doador de densidade eletronica, o efeito esperado
¢ que torne a molécula menos polarizavel. Como o grupo CCl3 é um grupo retirador de
densidade eletronica, torna a molécula mais polarizavel, como pode ser visto na MEP
em relagao pontH. Nesta posicao, quase central da molécula de ponatinibe, o CCl;/CF3
atrai a nuvem eletronica, cobrindo esta parte da molécula, tornando toda a molécula
mais polarizada. Neste contexto, os halogénio presente na molécula de ponatinibe estao
em posicao estratégica eletronicamente. O ganho que nao foi percebido no nilotinibe e
suas modificagoes, pode ser visto no ponatinibe, também devido a também a presenca de

grupos metil-piperazina de lado e imidazol-piridina.
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Figura 79 — Molécula de pontCl. NBO E(2), os 4tomos em destaque mostram 5 maiores
transferéncias de carga. No MEP, a regidao em azul indica baixa densidade
eletronica e em vermelho indica alta densidade eletronica

Figura 80 — Cargas ChelpG da molécula de pontCl, circulado em vermelho, atomos do
grupo amida.
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3.9.5 Cargas atomicas (ChelpG)

As cargas foram extraidas usando o método DFT com funcional B3LYP com a
base 63114+G(d,p), método ChelpG. A Tabela com todas as cargas atomicas dos inibidores
estao no anexo 1. Afim de comparar as cargas atomicas entre os inibidores, fizemos mapa
de calor (HeatMap), usando programa python 3.85 com biblioteca seaborn, esta biblioteca

padroniza todas amostras e as correlaciona.

Mapa de calor das cargas ChelpG
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Figura 81 — Correlagao entre as cargas ChelpG das moléculas substituidas e nao substitui-
das.

O mapa de calor é um processo que permite, de modo numérico e visual, determinar
correlacao entre dois ou mais objetos de estudo. Neste sentido, o HeatMap pode apontar
correlagao das cargas atomicas entre os inibidores classicos mas, principalmente, entre as
moléculas substituidas. A Figura 81 mostra uma baixa correlagdo entre as cargas atomica
da molécula imatinibe e dasatinibe. Observando a figura do mapa de calor na primeira
linha ou primeira coluna, o imatinibe estd com uma coloracao azul forte e a molécula de
dasatinibe estda com uma coloragao azul fraca. Quanto maior for a desigualdade em tons
de azuis, menor sera a correlagdo entre ambas. Deste modo, as moléculas que mais se

aproximam do imatinibe sdo os inibidores da classe do nilotinibe, principalmente o niloH.

As modificagoes na estrutura da molécula de nilotinibe nao tiveram grandes in-
fluéncias na distribuicdo das cargas, como pode ser visto pelas tonalidades no centro com
azul mais intenso. A presenga do cloro (pontCl) faz com que a correlacao seja ainda mais
distinta entre a molécula com presenca do grupo metil (pontH). A presenca de halogénios
na estrutura do ponatinibe é mais significativa e complexa, pois influéncia completamente

o comportamento das cargas atomicas influéncia as interagoes feitas pela molécula.
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3.10 Descritores dos inibidores classicos

A Tabela 17, traz descritores dos inibidores cldssicos, afim complementar as analises

quimiométricas. Os significados das siglas da tabela sdo: PSA (polar surface area) ICs

(concentracao do inibidor que reduz a metade a atividade enzimatica); LogP (coeficiente de

partigao); acc-aceptor; don-doador; n° AR (ntimero de anéis aromédticos). Este descritores

forma tirados do banco de dados DrugBank?.

Tabela 17 — Descritores das moléculas do inibidores cléassicos, fonte: Drugbank(WISHART

et al., 2017)
Descritores Imatinibe | Dasatinibe | nilotinibe | ponatinibe
Vol A3 461,44 | 419,10 446,63 | 464,60
TAMANHO(A) 23,60 22,30 18,69 20,58
PSA 86,28 134,70 97,11 65,77
ICs5p (nM)(T315I) 10,80 0,30 6,93 8,6
LogP 4,38 3,82 5,11 3,84
n’H-acc 7 8 7 8
n’H-don 2 3 2 1
n’AR 4 3 5 4
MM 493,62 488,02 529,50 | 532,60

Tabela 18 — Tabela dos valores de descritores gerais: 1-imatinibe, 2-dasatinibe,
3-nilotinibe, 4-niloH, 5-niloCl, 6-ponatinibe, 7-pontCl, 8-pontH.

Descritores/unid 1 2 3 4 5 6 7 8

Charge-(u.a) -0,79 -0,78 -0,78 -0,77 -0,7%5 -0,66 -0,64 -0,66
Charge+ (w.a) 037 034 031 037 037 02 027 029
Dipolo(Db) 6,734 9,23 8,94 8,42 8,80 5,08 12,20 13,53
GAP (eV) 3,14 4,30 3,97 3,76 3,93 3,78 3,56 3,58
HOMO (eV) -0,08 -6,17 -6,27 -598 -6,22 -598 -5,77  -5,66
HOMO-1 (eV) -6,01 -6,39 -6,27 -6,45 -6,78 -6,42 -6,37 -6,00
LUMO (eV) -1,94 -1862 -2,30 -2,22 -229 -220 -220 -2,09
LUMO+1 (eV) 1,58 -084 -1.87 -1,60 -1,92 -1,83 -1,83 -1,20
Score (kealmol 1) -9,00 8,20 -10,70 -10,60 -10,30 -13,60 -13,80 -12,90

A Tabela 19 mostra a matrix da PCA com os descritores da Tabela 18 e 17. Sao as

coordenadas do eixo X e Y usadas para construir a Figura 82.

A PCA foi calculada com duas componentes principais que explicou 74% da

variancia dos dados. Dentro da componente 1, os descritores que possuem maiores pesos

2

O banco de dados DrugBank é um banco de dados on-line abrangente e de livre acesso, que contém
informagoes sobre farmacos e alvos de farmacos(WISHART, 2006)
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Tabela 19 — Matriz de resultados PCA em duas coordenadas, dos descritores gerais dos

inibidores.

Molécula PC1

pPC2

imatinibe  -4.047.473  0.925834

dasatinibe  0.191880 -2.668.170

nilotinibe ~ -0.388033 -1.766.934
niloCl -1.080.723 -1.862.792
niloH -0.158472  -2.340.950
ponatinibe -2.852.010 4.398.272
pontCl 4.067.255  2.059.183
pontH 4.267.578  1.255.556

sao os orbitais HOMO e LUMO. Juntos eles correspondem a 54% e do peso, e a carga

positiva corresponde a 21% do peso. A componente 2 dos descritores com maior peso sao:

o volume, com 30% e do peso, carga negativa, com 27% do peso.

_2_
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Figura 82 — Anélise componente principal dos descritores eletronicos das moléculas dos

inibidores modificados e sem modificagoes.

A PCA dos descritores, Figura 82, mostra dois grupos, o primeiro da molécula de

nilotinibe e seus derivados junto com dasatinibe, mostrando que a molécula de nilotinibe

tem suas propriedades mais proxima ao dasatinibe que imatinibe. As substitui¢oes modifica

mais o comportamento do ponatinibe que nilotinibe. As molécula pontH e pontCl sdo bem

diferente da molécula do ponatinibe, como pode ser visto pela distancia entre si na figura

da PCA. Outro ponto é que mesmo nao possuindo halogénios em sua estrutura, a molécula

de imatinibe é mais proxima do ponatinibe, que todas as outras moléculas analisadas.
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Mapa de calor dos descristores
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Figura 83 — Mapa de calor, usando os valores do descritores, das moléculas modificadas e
sem modificacoes.

O HeatMap, Figura 83, é um processo que permite complementar as informacoes
vinda da PCA. Por exemplo, o imatinibe, coluna 1 e linha 1 cor azul forte, todos inibidores
seguindo a linha ou a coluna, que apresentarem coloragao proxima a este tom de azul,
possuem similaridade com a molécula de imatinibe. Portanto, o ponatinibe tem mais
similaridade com imatinibe que os demais. Por outro lado, o ponatinibe tem menor
similaridade com o dasatinibe. O grupo formando no Grafico 82, por nilotinibe, niloH,
niloCl e dasatinibe, possui similaridade, com o pode ser visto pela proximidades do tons

de azuis no mapa de calor.
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3.11 Consideracoes Gerais do Capitulo

O MEP aponta semelhanca entre as moléculas de modo geral, as maiores densidades
(em vermelho) aproximam o dasatinibe ao nilotinibe, sugerindo uma maior polaridade
destas moléculas, e aproximam o imatinibe com o ponatinibe, sugerindo uma menor
polaridade. As moléculas modificadas com cloros (niloCl e pontCl), tiram densidade do
anel benzénico, ao contrario das subscrigoes CH; (niloH e pontH). O anel benzénico teve
mais densidade eletronica mas, no geral, a influéncia das modificacdes foram pontuais,

sentidas apenas pelos atomos proximos, nao mudando a tendéncia da molécula.

As Energias E(2) da molécula de ponatinibe sdo as de maior energia, seguidas por
dasatinibe, nilotinibe e, por ultimo, imatinibe. Este tltimo, o tinico sem a presenca de
halogénio na sua estrutura. O pontH também nao possui halogénios e tem energia superior
ao imatinibe. No caso do ponatinibe, nao ¢ s6 a presenca de halogénios que muda a energia
de segunda ordem. Este fato se deve aos rearranjos eletronicos darem longe do local da
substituicdo. As cargas atomicas reforcaram a influéncia dos halogénios, principalmente no
ponatinibe e seus derivados. Por fim a andlise geral das caracteristicas moleculares destes

inibidores confirmou as semelhancas entre o imatinibe e o ponatinibe.
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3.12 ONIOM

Aplicamos o método ONIOM na proteina tirosina quinase BCR-ABL com a mutacao
T315I, juntamente com as moléculas dos inibidores, imatinibe e ponatinibe. Deste modo,
comparamos as energias de interacao apontadas no estudo de docking, com a energia dos
complexos imatinibe-proteina e ponatinibe-proteina, determinamos a distancia em que os

residuos influenciam o comportamento energético do sitio ativo.

Maior corte Maior camada alta

Figura 84 — Esquema geral corte gerados para estudo do ONIOM, no sentido horizontal
crescendo apenas a camada alta, sentido vertical crescendo apenas a camada
baixa (Figura descrita no capitulo de materiais e métodos).

Assim como dito no capitulo de materiais e métodos dentro da segao 2.6, a estratégia
usada foi: cortes no sitio ativo, com aumento progressivo no tamanho dos cortes, adicionando
mais residuos a cada passo. A origem dos cortes ocorreu a partir dos residuos Ile315 e
Asp381. Foram empregados duas estratégias de cdlculo com o ONIOM: a primeira com
funcional B3LYP com a fungdo de base 6-31g(d) para a camada alta e semiempirico PM6
em camada baixa (B3LYP/6-31g(d):PM6) e a segunda com o método semiempirico PM6
em camada alta e AMBER camada baixa (PM6:AMBER). Sendo assim, o menor corte
foi o passo 3 com o total de 7 residuos, que pode conter ou nao o inibidor. O maior corte
foi o passo 10, correspondendo a 88 residuos no total (Figura 84). Dentro de cada corte,
a camada alta foi aumentando progressivamente, onde classificamos como niveis 0, 1, 2
e 3. No nivel 0, somente o inibidor estd em camada alta, no nivel 1, apenas 2 residuos
estao em camada alta e poderao ter ou nao o inibidor, ja no nive 1 2, 7 residuos estao
presentes, podendo ter o inibidor e no nivel 3, 15 residuos estao presentes, podendo ter ou
nao inibidor (Figura 85). A proporgao seguida entre a camada alta e a baixa foi até de
1/3 (alta/baixa) dos residuos .

A Tabela 20 traz a divisdo da camada alta por nivel, comegando com apenas o
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Tabela 20 — Residuos presentes em cada nivel da camada alta.

Camada Alta

Camada Alta

Camada Alta

Camada Alta

(Nivel 0) (Nivel 1) (Nivel 2) (Nivel 3)
Ala269, Ile314, | Val268, Ala269
Inibidor Ile315 Ile315, Glu316, | Met290, Val299
(imatinibe ou | Asp381 Ala380, Asp381, | Leu301, Leu302,
ponatinibe) e inibidor Phe382 lle314, Tle315,

e inibidor

Glu316, His361,
Asn368, Ala3s0,
Asp381, Phe3&2,
Gly383 e inibidor

inibidor em camada alta (nivel 0). Nos niveis seguintes, sa@o adicionados residuos, cada

nivel é crescido de residuos novos, o maximo de residuos usados foi no nivel 3, com 15

residuos e o inibidor.

200
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140

120 4

100

20

M Inibidor em camada alta
N2 Residuos em camada baixa
B N2 Residuos em camada alta

B N2 Total deresiduos

30 31 40 41 50 51 52

60 6-1. &2 700 7-1. 7-2.
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Figura 85 — Apresenta os passos, partindo do passo 3, no nivel 0, com 15 residuos indo
até passo 10 no nivel 3, com 88 residuos. A cor azul corresponde a quantidade
de residuos total de residuos, em vermelho quantidade em camada alta, em
verde os residuos em camada baixa.
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3.12.1 Sitio ativo

Usando todos os passos em todos os niveis para cada inibidor, estimamos a energia
de interagao, usando a equagao 3.1. Com apenas a proteina (sem inibidor) em diferentes
passos, fizemos um delta entre as energias calculadas com o método ONIOM e a energia
extraida deste método com a proteina completa. O menor corte corresponde ao passo 3
e o maior corte corresponde ao passo 10. Todos os passos e proteina estao nos niveis 0
e 1, como pode ser visto na Figura 86. Assim, podemos estimar a variagdo energética
quando um grupo de residuos sao adicionados e a partir de qual corte o sitio ativo pode

ser representado.

Uma vez que, a variacdo de energia entre o corte e a proteina completa for minima
(préoxima a zero), os residuos deste corte teriam como representar o comportamento do
sitio ativo, nas mais diversas simulagbes. A Figura 86 mostra a variacdo da energia entre
o passo 3 até o passo 10 com a proteina completa. O passo 3 possui 15 residuos (Figura
85) com o aumento no numero de residuos, a energia vai se aproximando da energia da
proteina completa, até chegar no passo 7 onde o delta de energia é préximo a zero, como

mostra a Figura 86.

627,50

33,75

-313,75
-627,50

341,25

-1255,00

Figura 86 — Diferenca de energias entre os passos com nivel 1 e 2, para os inibidores:
imatinibe+ e ponatinibe+, unidade de energia expressa em kcal.mol~!.

A proteina tirosina quinase BCR-ABL pode sofrer varias mutagoes ao longo de
sua sequéncia com influéncia direta na afinidade do sitio ativo, o que pode indicar que,
na delimitacao do sitio ativo, a quantidade de 50 residuos pode ser uma estratégia
precipitada. No entanto, estes 50 residuos dispostos no passo 7, podem sugerir algum tipo

de representacao do sitio de ligacdo da proteina com a mutacao T3151.
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A Figura 87 mostra as energia do complexo proteina-inibidor, na linha azul a
proteina com a molécula de imatinibe e em roxo a proteina complexada com a molécula
de ponatinibe. Nesta representagao, a proteina estd completa com todos os residuos e
aumentando somente os passos. O passo 1 tem apenas 2 residuos em camada alta, indo
até o passo 10 com 88 residuos em camada alta. Para realizar estes calculos, usamos em
camada alta o método semiempirico PM6 e a camada baixa o campo de forca AMBER.
Assim, descrevendo um maior nimero de residuos em camada alta para estimar a energia
do complexo. Neste contexto, o passo mais proximo da proteina completa com 88 residuos
de camada alta foi o passo 7, com 50 residuos em camada alta. Portanto, afirmar que estes
residuos delimitam o sitio é prematuro, mas ¢é sugestionavel, carecendo de mais estudos

complementares.

F-1 F2 F2 F4 F5 F6 F7 F8 F-0 F-10

200 ‘\

—~|Imatinibe Ponatinibe

Figura 87 — Energias dos complexos enzima-inibidor, a proteina com a sequéncia com-
pleta e inibidores: em azul a molécula de imatinibe+ e em roxo a molécula
de ponatinibe4. Calculos com método ONIOM, na camada alta o método
semiempirico e camada baixa o campo de forca AMBER. Energias expressas
em kcal.mol ™.



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 118

3.12.2 Energias dos complexos com imatinibe+ e ponatinibe+

O resultado das energias esta na Figura 88. Deste modo, foi possivel visualizar o
quanto cada camada de residuo influéncia, aumentando ou diminuindo a interacao do sitio
de ligacao com os inibidores e estimar se as energias dispostas no score do docking destas

moléculas representavam as energias encontradas neste estudo de ONIOM.

AEpopay — EONIOM(PASSO+INIBIDOR) _ pONIOM(PASSO) _ pp(INIBIDOR) (3.1)

500
0,0 4

50,0

-100,0
1500
-200,0 ===Delta_E_ Imatinibe
~2500 ==Delta_E _Ponatinibe
-300,0 -

-350,0
4000

4500 -

Energia em kcal/mol

Passos

Figura 88 — Energias ONIOM (B3LYP/PM6) em (kcal.mol™!) para os passos de 3 até
passo 10 em sequéncia, onde a toda a proteina estd representada por F, com
niveis de camadas de 0 até 3.

A Figura 88 reforca a afirmacao que o ponatinibe tem maior interacdo com proteina
mutada T315I. A figura mostra a molécula de ponatinibe com afinidade superior ao
imatinibe, desde o passo com menor niimero de residuos até o de maior niimero de residuos.

A tendéncia energética mantém-se quase inalterada.
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3.12.3 Cargas Atomicas dos residuos do sitio ativo Asp381e ILe315

Usamos a populagdo de Mulliken para estimar os valores das cargas atémicas dos
residuos Asp381 e I1e315, no nivel 1, o que significa somente este dois residuos em camada
alta (Funcional B3LYP funcao de base 6-31g(d)) e o restante em camada baixa (Método
semiempirico PM6), sem a presenga do inibidor. Os valores das cargas atdmicas seguem a
tendéncia esperada, com atomos mais eletronegativos, como o oxigénio e o nitrogénio, com
cargas mais negativas e carbonos proximos a estes atomos terem cargas positivas, como

mostra a Figura 90.
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Figura 89 — Cargas de Mulliken para residuos a esquerda Ile315 e a direita Asp381. Proteina
sem a presenca do inibidor, cortes comecando no passo 3, progressivo até o
passo 10 e a proteina completa. Camada alta B3LYP /6-311-G e camada baixa
PMe6.

Os atomos de carbonos das duas extremidades secbutil da isoleucina (Ile315)
apresentam valores negativos em todos os passos, o hidrogénio (H-9) é o mais acido nestes
residuos esta ligando ao nitrogénio. No residuo Asp381, os dois oxigénios da extremidade
(026 e O27), que caracteriza a fungao acida do residuo, apresentam as carga mais negativa,
fazendo que o carbono (C25), em que ambos estejam ligados, tenha a carga mais positiva.
Outro fato apresentado por estudo de cargas, mostra que as cargas atomicas destes residuos,
principalmente dos oxigénios do Asp381 que liga ao inibidor, sentem pouca interferéncia

em suas cargas atomicas quando mais residuos sao adicionados ao raio do sitio ativo.
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4 Perfil eletronico molecular dos inibidores
tirosina quinase BCR-ABL mutada T315l

Durante este estudo das proteinas tirosina quinases BCR-ABL selvagem e mutada
e seus inibidores classicos, alguns padroes caracteristicos surgiram. No intuito de ajudar
a nortear futuras pesquisas destes tipo de inibidor, fizemos uma sintese de quais destas
propriedades podem ser aproveitadas para o desenho de um novo inibidor tirosina quinase

e, principalmente, com a com mutacao T315.

4.1 Sitio de ligacdo e as caracteristicas estruturais dos inibidores

O sitio de ligagao ¢é longo e estreito, com advento da mutacao T315I, permitiu que
o inibidor adentrasse mais no sentido de grupos de residuos hidrofébicos. Para conseguir
interagir com essas area, o inibidor precisa ser longo e sem presenca de grupos volumosos
ramificados em sua estrutura principal. Todos os inibidores analisandos tiveram 7 angulos
de torcao. O valor médio do volume dos inibidores ficou em torno de 448,00 A%, tamanho
médio ficou em torno de 21,30 A, e massa molecular média ficou em torno de 511,00

g.mol !,

4.2 Importancia da interacao residuos Asp381, Glu316, Glu286 com
o orbital HOMO

Préximo ao centro da cavidade desta proteina estao os residuos Asp381, Glu316,
Thr315 (selvagem) e Glu286. Estes sao os residuos responséveis por ancorar a molécula a
proteina. Por exemplo, o dasatinibe nao consegue entrar no interior do sitio de ligacao por
completo, devido a interagao forte que o grupo amida ligado ao cloro-metil-bezeno e tiazol
faz com estes residuos. A interagao do grupo amida com esta regiao é uma caracteristicas
que todos os inibidores possuem. Porém, somente o imatinibe e ponatinibe usam orbitais
HOMO, nesta regiao de interacdo de ambos. Para otimizar estas interacoes, é importante
que o orbital envolvido seja o orbital HOMO. Além disso, o ponatinibe foi o tinico inibidor

a interagir com todos estes residuos.
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4.3 Importancia da interacao com os residuos Leu370, Leu248,
Tyr253 e o orbital LUMO

O grupo de residuos que estao localizados mais profundo dentro do sitio de ligagao
sao: Leu370 e Leu248 e Tyr253, Met318. Para interagir com estes residuos, a molécula
de ponatinibe levou o grupo imidazol-pirinidina usando um extensor de carbonos. Este
grupo tem duas caracteristicas que o potencializa, primeiro, ¢ a regiao onde se encontra
o orbital LUMO da molécula, segunda, é grupo de maior rearranjo eletronico de cargas
da molécula de ponatinibe, portanto as interagoes sao reforcadas. O fato de se usar um
extensor de carbono para levar este grupo fez que a regiao do grupo amida interagisse
fortemente, ndo permitindo o imidazol-piridina interagir com estes residuos. Estes residuos

ancora a extremidade a molécula.

4.4 |mportancia da interacao com os residuos €293, Leu298,
Val379 Val299

Outro grupo destacado é bolsao hidrofébico composto por: Leu 298 Val379 I1e293
e Val299. O ponatinibe e nilotinibe usam o trifluorometil para interagir com eles. Estes
estao na regiao central do sitio de ligagao. O fato de usar halogénios (podendo aumentar
a toxidade da molécula (SCHULTZ; RIGGIN, 1985)) para atuar nas interagdes com
estes residuos, reforga a importancia destes residuos. Embora, sejam residuos apolares, a

densidade de interacoes que podem fazer, reforca ainda mais sua importancia.

4.4.1 Grupos funcionais

Dentro da estrutura do inibidor quinase com melhor perfil inibitério tem quatro
grupos, em ordem descrescente: imidazol-pirimidina, metil piperazina, trifluorometilbenzeno
grupo amida. Buscar alternativas para estes grupos mantendo o principal perfil eletronico,
como fez o ponatinibe em funcao do imatinibe é, uma boa estratégia para vencer esta

mutacao.

4.5 Visao geral do perfil de um provavel bom candidato a inibidor
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Figura 90 — Visao geral do perfil eletronico com os principais residuos de interagoes.
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5 Conclusoes

Neste trabalho realizamos o estudo de docking da proteina tirosina quinase BCR-
ABL na forma selvagem e com a mutagao T315I, com as moléculas dos inibidores imatinibe,
dasatinibe nilotinibe, ponatinibe e quatro moléculas derivadas do nilotinibe e ponatinibe.
O estudo de docking molecular foi utilizado para o estudo das principais interagoes, o tipo
de interagao e a distancia de interacao de cada residuo com a proteina. Podendo assim,
comparar as interagoes feitas pelas proteinas na forma selvagem e forma mutada com estas
moléculas. Neste sentido, o estudo mostrou que a molécula de imatinibe interage com a
proteina na forma selvagem, fazendo duas interagoes tipo ligacao de hidrogénio com os
residuos Glu286 e T315. A primeira encontra-se em uma regiao importante da proteina,
hinge (dobradiga), pois é o local de junc¢ao dos dois l6bulos da proteina, sendo um local
de grande mobilidade dos residuos. A segunda é o gatekeep (porteiro), residuo chave, que
controla a entrada de moléculas nos canais hidrofébicos da proteina. Estas interagdes com a
molécula de imatinibe ndo sao observadas no caso da proteina mutada (T315I). Do mesmo
modo, o estudo mostrou também que a molécula de ponatinibe interage com residuos
semelhante ao imatinibe. Porém, consegue interagir melhor com os mesmos, em termos de

distancias, e usando grupos especificos como a metil-piperazina e imidazol-piridina.

Associando as informacoes do estudo de docking com as de estrutura eletronica,
foi possivel observar as contribui¢oes dos grupos funcionais grupamentos presentes nas
interacoes do ligante com a proteina, mostrando sua importancia dentro do estrutura do
inibidor. Como por exemplo, o grupo trifluormetil que o ponatinibe resgata da molécula
do nilotinibe. O metil-piperazina é outro grupo que o ponatinibe resgata da molécula
de imatinibe, além do grupo amida presente em todos os inibidores. Estes grupos estao
associados com os orbitais de fronteira, acumulando varias interacoes. Este é o caso do
orbital HOMO da molécula de ponatinibe que esta posicionado na dobradica da proteina

mutada, fazendo interagdes com os residuos Ile315, Asp381 e Glu286.

O estudo dos orbitais de fronteira mostrou a semelhanca eletronica entre o pona-
tinibe e imatinibe e em contraste a diferenca entre o ponatinibe e o dasatinibe, e que a
auséncia de atomos de halogénios tem maior reflexo na molécula de ponatinibe do que na

molécula de nilotinibe.

Foi utilizado o método ONIOM, com a proteina mutada T315I complexada com
os inibidores imatinibe e ponatinibe (B3LYP:PM6), com estrutura rigida (single point),
incluindo a camada alta. Os valores de energias sugerem que um cinturao 50 residuos
diametral aos residuos Ile315 e Asp381, teriam maior influéncia no resultado da interagao

enzima-inibidor. Portanto, mutacoes dentro deste perimetro tem impacto maior na redugao
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da interagao desta enzima com os inibidores. O estudo das cargas atomicas destes dois
residuos é pouco afetado quando um maior niimero de residuos, é adicionado ao sitio
ativo. O estudo com ONIOM mostrou ainda que, na combinagao (B3LYP:PM6) e na
combinagao (PM6:AMBER) a interacao da molécula de ponatinibe com a proteina é
superior ao imatinibe desde a proteina com menor nimero de residuos até a proteina
completa. Esse estudo mostrou também que os principais residuos de interacao da proteina

mutada T315I com os inibidores estao entre os 15 residuos do passo 1.
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A.1 Cargas atomicas ChelpG
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Tabela 21 — Anexo A, Cargas atomicas ChelpG para o imatinibe e dasatinibe.

Imatinibe Dasatinibe
1C 0,06 1Cl1 -0,12
2 C -0,12 2 S -0,06
3C -0,08 30 -0,70
4 C -0,39 40 -0,55
5C 0,54 5N -0,54
6 N -0,66 6 N -0,30
7C 0,69 7N -0,75
8 O -0,57 8N -0,74
9C -0,10 9N -0,78
10 C -0,07 10 N -0,53
11 C -0,26 11 N -0,67
12 C 0,32 12 C 0,12
13 C -0,11 13 C -0,02
14 N -0,46 14 C 0,05
15 C 0,31 15 C 0,12
16 C 0,21 16 C 0,09
17 N -0,52 17 C 0,71
18 C -0,05 18 C 0,40
19 C 0,16 19 C -0,74
20 C 0,31 20 C 0,87
21 C -0,26 21 C 0,77
22 C 0,00 22 C -0,29
23 C -0,48 23 C 0,68
24 C 0,39 24 C -0,32
25 N -0,67 25 C 0,33
26 C 0,91 26 C 0,18
27T N -0,75 27 C -0,02
28 C 0,43 28 C 0,83
29 C -0,42 29 C -0,01
30 C 0,42 30 C -0,14
31 C -0,24 31 C -0,02
32 C 0,17 32 C -0,09
33 C -0,38 33 C -0,13
34 C 0,44 34 H 0,06
35 N -0,62 35 H 0,01
36 C 0,42 36 H 0,06
37N -0,50 37TH 0,08
38 H -0,01 38 H 0,04
39 H 0,04 39 H 0,03
40 H -0,01 40 H 0,03
41 H 0,11 41 H 0,04
42 H 0,17 42 H 0,00
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Tabela 22 — Anexo A, continuagdo das Cargas atomicas ChelpG para o imatinibe e dasati-
nibe.

Imatinibe Dasatinibe

430 027 430 0,05
4H 011 4H 0,04
50 0,12 A5 0,02
A6H 0,07 460 021
ATH 0,04 ATH 0,39
A8H 003 48H 0,36
49H 006 49H 0,07
50 0,02 50H 0,08
51H 0,02 51H 0,09
52H 0,07 52H 0,10
53H 0,05 53H 0,30
54H 0,07 5AH 0,12
550 0,02 550 0,02
560 00l 5H 0,05
57H 0,02 57H 0,00
58H 0,06 58H 0,11
59H 0,12 59H 0,11

60H 0,08
61H 023
62H 0,32
63H 0,04
64H 0,12
65H 0,05
66 H 0,13
67H 0,00

68H  -0,02




Apéndice A. Anezos

144

Tabela 23 — Anexo A, Cargas atomicas ChelpG para o nilotinibe e ponatinibe.

Nilotinibe Ponatinibe
1C -0,17 1C -0,01
2 C 0,04 2C 0,06
3C -0,16 3C -0,18
4 C -0,15 4 C -0,10
5C -0,10 5C -0,10
6 C -0,16 6 C 0,71
7C 0,33 70 -0,55
8N -0,75 8 N -0,65
9C 1,02 9C 0,45
10 N -0,61 10 C -0,32
11 C 0,35 11 C -0,02
12 C -0,51 12 C -0,01
13 C 0,58 13 C 0,19
14 N -0,78 14 N -0,27
15 C -0,27 15 C -0,26
16 C 0,19 16 C 0,44
17 C -0,36 17 N -0,29
18 C 0,46 18 C -0,22
19 N -0,64 19 C 0,11
20 C 0,39 20 C 0,11
21 C 0,73 21 C -0,10
22 O -0,54 22 C 0,71
23 N -0,70 23 F -0,26
24 C 0,52 24 F -0,25
25 C -0,35 25 F -0,23
26 C -0,03 26 C -0,25
27 C -0,27 27 C -0,12
28 C 0,23 28 C 0,16
29 C -0,30 29 C -0,17
30 N -0,01 30 C 0,02
31 C -0,41 31 C -0,15
32 C 0,53 32 C 0,17
33 N -0,61 33 N -0,61
34 C 0,23 34 C 0,31
35 C -0,42 35 C -0,07
36 C 0,85 36 C -0,25
37F -0,29 37 C 0,26
38 F -0,28 38 N -0,50
39 F -0,28 39 N 0,44
40 H 0,05 40 H 0,03
41 H 0,08 41 H 0,01
42 H 0,06 42 H 0,00




Apéndice A. Anezos 145

Tabela 24 — Anexo A, continuagdo das cargas atomicas ChelpG para o nilotinibe e ponati-
nibe.

Nilotinibe Ponatinibe

430 011 430 0,11
440 01l 440 0,11
45 H 0,10 450 028
46H 037 46H 0,16
ATH 007 47H 0,05
A8H 0,16  48H 0,03
490 005 49H 0,02
50H 0,13 50H 0,10
51H 000 51H 0,08
52H 002 52H  -0,09
53H 031  53H 0,04
540 0,17 54H 0,06
55H 0,15 55H 0,08
5660 018 56H 0,11
57H 020 57H  -0,01
58H 007 58H 0,02
59H 0,12 59H 0,01
60H 0,12 60H 0,00
61H 009 61H 0,19

62H 0,11
63H 0,11
64H 0,13
65 H 0,13

66 H 0,08
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