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Resumo

A leucemia mieloide cronica (LMC) € uma doenga mieloproliferativa clonal caracte-
rizada por explenomegalia, leucocitose e pela presenca do cromossomo Philadelphia, o
que ocasiona a manifestacdo do gene hibrido denominado Bcr-Abl. Com a expressdo do
gene Ber-Abl ocorre a producdo da proteina Ber-Abl tirosina quinase, a qual é respon-
savel pela amplificacdo das vias de sinalizacao reguladoras do processo hematopoiético.
Atualmente, o mesilato de imatinibe € considerado como o tratamento de primeira linha
para a leucemia mieloide cronica, mas o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco tem
se tornado cada vez mais preocupante. Assim, se faz necessario a busca por novas mo-
léculas para o tratamento da LMC. Andlogos da classe das pirido[2,3-d]pirimidinas t€m
se apresentado como potentes inibidores da proteina Ber-Abl tirosina quinase. Na pes-
quisa e desenvolvimento de novos farmacos, devido aos altos custos econdmicos dos mé-
todos experimentais de pesquisa, os métodos computacionais tornaram-se um elemento
fundamental. O método computacional de docking molecular € utilizado para prever a
conformagdo e orientacdo do ligante dentro do sitio de ligacdo do receptor. Utilizando as
ferramentas AutoDock Vina e DockThor, este trabalho realizou o docking molecular de
dezenove compostos derivados da pirido[2,3-d]pirimidina e a proteina Bcr-Abl tirosina
quinase com a finalidade de estimar a energia de ligacdo do complexo receptor-ligante,
bem como as interagdes intermoleculares existentes no complexo. O estudo realizado a
partir dos scores do docking sugere que os compostos M04, MO8 e M17 obtiveram as
melhores energias de interacao intermolecular, indicando que sdo potenciais candidatos
a medicamento para o tratamento da LMC. Logo, a escolha destes compostos estd de
acordo com os resultados de ICs obtidos da literatura, que indicam a molécula MO8 com
a melhor poténcia de inibi¢do entre os derivados de pirido [2,3-d] pirimidina-7-ona. Estes
resultados podem servir como ponto de partida para estudos experimentais e/ou in silico

baseado na relacdo estrutura atividade dessas moléculas e seus possiveis derivados.

Palavras-chave: leucemia mieloide cronica, Ber-Abl tirosina quinase, pirido[2,3-

d]pirimidina, docking molecular.



Abstract

The chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disease charac-
terized by splenomegaly, leukocytosis and by the presence of chromosome Philadelphia,
this causes the manifestation of the hybrid gene denominated Bcr-Abl. With the expres-
sion of the Bcr-Abl gene, the production of the Ber-Abl tyrosine kinase protein occurs,
which is responsible for the amplification of the regulatory signaling pathways of the he-
matopoietic process. Currently, imatinib mesylate is considered to be the first-line treat-
ment for chronic myeloid leukemia, but the development of drug resistance has become of
increasing concern. Thus, it is necessary the search for new molecules to the treatment of
CML. Analogs of the pyrido[2,3-d]pyrimidin class have been shown to be potent inhibi-
tors of the Ber-Abl protein tyrosine kinase. In the research and development of new drugs,
due to the high economic costs of experimental research methods, computational methods
have become a fundamental element. The computational method of molecular docking
is used to predict the conformation and orientation of the ligand within the binding site
of the receptor. Using the AutoDock Vina and DockThor tools, this work performed the
molecular docking of nineteen compounds derived from pyrido[2,3-d]pyrimidin and the
Bcer-Abl tyrosine kinase protein in order to estimate the binding energy of the receptor-
ligand complex, as well as the intermolecular interactions existing in the complex. The
study performed from the docking scores suggest that the components M04, MO8 and
M17 obtained the best intermolecular interaction energies, indicating that they are poten-
tial drug candidates for the treatment of CML. Therefore, the choice of these compounds
is in accordance with the ICsq results obtained in the literature, which indicate the M08
molecule with the best inhibition potency among the derivatives of pirido[2,3-d]pirimidin-
7-one. These results can serve as a starting point for experimental and/or in silico studies
based on the structure-activity relationship of these molecules and their possible derivati-

VES.

Keywords: chronic myeloid leukemia, Bcr-Abl tyrosine kinase, pyrido[2,3-d] pyri-

midin, molecular docking.
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Capitulo 1

Introducao

A palavra cancer vem do grego karkinos, que significa caranguejo, e foi utilizada a
primeira vez por Hipdcrates, considerado o pai da Medicina. Cancer é um nome ge-
nérico dado a um conjunto de mais de 100 doengas que t€ém em comum o0 crescimento
desordenado de células [1]. A essa forma de crescimento celular ndo controlado, em que
existe uma proliferagdo anormal de tecido, que foge total ou parcialmente ao controle do
organismo e tende a autonomia e a perpetuacao, dd-se ao nome de neoplasia ou tumor [2].

De acordo com os dados da estimativa mundial, ano 2018, ocorreram no mundo 18
milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos. Sendo o cancer de pulmao o
mais incidente no mundo (2,1 milhdes) seguido pelo cincer de mama (2,1 milhdes), célon
e reto (1,8 milhdes) e prostata (1,3 milhdes). A incidéncia em homens (9,5 milhdes) re-
presenta 53% dos novos casos, sendo um pouco maior que nas mulheres, com 8,6 milhdes
(47%). Sendo as taxas de incidéncia: 204 por 100 mil em homens e 175,6 por 100 mil em
mulheres [3].

Caso o cancer tenha origem nas células da medula dssea, esta patologia denomina-se
leucemia. O tipo de leucemia depende do tipo de célula sanguinea afetada que se torna
cancerigena. As quatro principais formas de leucemia sdo: leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e leucemia
linfocitica cronica (LLC) [4].

A estimativa mundial mostra que ocorreram 249 mil novos casos de leucemia, sendo
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o décimo tumor mais incidente entre todos os canceres. Com risco estimado de 6,5/100
mil entre homens e de 5,0/100 mil entre as mulheres [4].

Correspondendo a significativa parcela de 15 a 20% de todas as leucemias, a leucemia
mieloide cronica (LMC) apresenta uma incidéncia mundial de um a dois casos em cada
100 mil individuos [5]. Foram estimados em 2017, nos Estados Unidos, 8950 novos
diagnoésticos e cerca de 1080 mortes relacionadas a doenca. No Brasil, estima-se para o
triénio 2020 — 2022, a incidéncia de 10810 novos casos diagnosticados de leucemias por
ano e, deduzindo de dados histéricos anuais do SUS, a LMC deve representar um valor
de 10% destes casos [6].

A LMC € uma neoplasia hematoldgica caracterizada por uma expansao clonal de uma
célula tronco pluripotente com capacidade de se diferenciar em células de linhagens mie-
loide, linfocitica, monocitica e megacariocitica. Apresentando maior frequéncia em adul-
tos (faixa etaria de 40 a 60 anos), principalmente no sexo masculino. O principal fator
de risco para desenvolvimento da LMC € a exposicdo a radioatividade. Existe uma forte
associacdo entre a expressao do cromossomo Philadelphia e o desenvolvimento de LMC,

podendo chegar a aproximadamente 90 a 95% dos casos [5].
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Referencial Teorico

2.1 Leucemia Mieloide Cronica

A leucemia mieloide cronica (LMC) € uma doenga mieloproliferativa clonal, caracte-
rizada por esplenomegalia, leucocitose e pela presenca do cromossomo Philadelphia [7].
Ela foi a primeira neoplasia descrita que demonstrava uma relacdo especifica entre uma
anormalidade cromossomica [8].

A leucemia mieloide cronica surge como consequéncia da transformag¢ao neoplésica
de uma célula tronco hematopoiética. Portanto, ela é caracterizada pela presenca de uma
anormalidade genética conhecida como cromossomo Philadelphia, resultante da translo-
cacdo entre os cromossomos 9 e 22, 1(9;22)(q34;q11), ver figura 2.1. Consequentemente,
o gene de fusdo Ber-Abl € gerado a partir dessa translocag@o genética [9].

Cerca de 95% dos casos de LMC ¢ decorrente da translocacao reciproca entre os cro-
mossomos 9 e 22 resultando no cromossomo Philadelphia (Ph), em que ocorre a expres-
sdo de um gene hibrido denominado gene Bcr-Abl, devido a junc¢do do gene Ber vindo
do cromossomo 22 e do gene Abl do cromossomo 9. A expressdao do gene Ber-Abl pro-
duz uma proteina quimérica com atividade de tirosina-quinase anormal (proteina Bcr-Abl
tirosina quinase), o que ocasiona a amplificacdo das vias de sinaliza¢do reguladoras do
processo hematopoiético, induzindo a medula dssea a proliferar excessivamente clones
da linhagem mieloide [7].

As proteinas tirosina quinase sao responsaveis pela transferéncia do grupo fosfato do
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Figura 2.1: Translocag¢do do cromossomo Philadelphia.

Cromossomo 9 translocado

Cromossomo 9 ‘

normal Quebra dos cromossomos
Cromossomo 22
translocado
Cromossomo 22 (Cromossomo
normal % Philadelphia)
Ber =3 - Ber-Abl

Abl

Fonte: Adaptado de [10].

ATP para os residuos de tirosina de substratos proteicos, sendo portanto fundamentais
para o processo de transducdo de sinal [11]. Portanto, vérias vias de sinal podem ser esti-
muladas por essa proteina, podendo levar a proliferacdo celular descontrolada e supressao
da apoptose. Com todas essas descobertas, a Bcr-Abl tirosina quinase torna-se o alvo

principal para o planejamento de novos farmacos para o tratamento da LMC [12].

2.2 Inibidores de Tirosina Quinase

Atualmente, o mesilato de imatinibe é considerado o tratamento de primeira linha
para a LMC. Ele age como inibidor seletivo da proteina Ber-Abl, através da competicao
pelo sitio de ligacdo de ATP da tirosina-quinase, bloqueando a fosforilacdo de substratos
relacionados a regulacdo do ciclo celular, reativando o mecanismo da morte celular [5].
Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco tem se tornado cada vez mais
preocupante. A resisténcia ao imatinibe pode ocorrer através dos mecanismos de muta-

coes na regido do sitio catalitico da proteina no gene Bcr-Abl, incapacidade de manter
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concentracdes adequadas de farmaco na célula e/ou duplicacdo do cromossomo Phila-
delphia [13, 5].

O esquema terapéutico preconizado no Brasil para LMC utiliza o mesilato de imati-
nibe (Gleevec, Co9H31N7O, DrugBank DB00619) como primeira linha. Em caso de falha
terapéutica ou toxicidade importante a este tratamento, preconiza-se, como segunda linha
terapéutica, o dasatinibe (Sprycel, C2oHosCIN70O,S, DrugBank DB01254) ou o nilotinibe
(Tasigna, CogH2>F3N70O, DrugBank DB04868), farmacos inibidores de tirosina-quinase
(ITQ) de segunda geracdo. No caso de falha terapéutica ou toxicidade insuperavel deste
segundo esquema, deve-se levar em consideracdo o ITQ de segunda linha utilizado e o
perfil de resisténcia observado ou considerar o transplante de células tronco hematopoéti-
cas alogénico, preferencialmente o transplante de medula dssea (BRASIL, PCDT LMC,
2021).

Embora uma resposta inicial e importante possa ser alcangada com o uso do farmaco
imatinibe, alguns casos de resisténcia podem ser desenvolvidos em fases avancadas da
LMC principalmente por causa do aparecimento de mutagdes no gene Bcer-Abl, resul-
tando em falhas terap€uticas. Desta forma, novos agentes capazes de superar a resisténcia
ao imatinibe, bem como a outros inibidores da Bcr-Abl, se tornam necessarios para um
efetivo tratamento da LMC [14].

Assim como o grupo das 2-fenilaminopirimidinas, que t€m como principal exemplo
o inibidor da proteina tirosina-quinase, imatinibe, substincias da classe das pirido[2,3-
d]pirimidinas tém se mostrado como potentes inibidores da Bcr-Abl tirosina-quinase [15].

Em estudo comparativo de poténcia farmacoldgica in vitro entre seis substincias ana-
logas das pirido[2,3-d]pirimidinas, observou-se que o composto PD166326 foi o mais
potente inibidor da proteina Bcr-Abl tirosina-quinase [16, 17]. Em estudo in vivo, utili-
zando camundongos, verificou-se que o composto PD166326 apresentou atividade anti-
leuc€mica superior ao imatinibe [15].

Considerando que o composto PD166326 e outros derivados das pirido[2,3-d] pirimi-
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dinas t¢ém demonstrado atividade antileucémica e atividade inibitéria da proteina Ber-Abl
tirosina-quinase, decidiu-se por estudar a relacdo estrutura-atividade dos derivados de
2-(fenilamino)pirido[2,3-d]primidina-7-ona, conhecidos como andlogos do PD166326.
Antczak e colaboradores [14] obtiveram, através de modelagem molecular, sintese e re-
lacdo estrutura atividade, uma biblioteca com 19 analogos do composto PD166326. O
estudo revelou que substitui¢des nas posi¢des 3 e 4 da porcao fenilamino levam a au-

mento de poténcia e seletividade na terapia direcionada ao tratamento da LMC.

2.3 Modelagem Molecular

A modelagem da estrutura molecular por simulacdo computacional surgiu como uma
alternativa aos métodos experimentais, devido aos avangos tecnoldgicos, a diminui¢ao
dos custos computacionais e principalmente apds o desenvolvimento de algoritmos que
apresentam um equilibrio adequado entre velocidade e precisao [18, 19].

As pesquisas na industria farmacéutica se aproximam cada vez mais das simulacdes
computacionais na quimica medicinal moderna, utilizando as ferramentas da modelagem
molecular no estudo das relacdes estrutura-atividade [20]. Os métodos utilizados nos
estudos de modelagem molecular sdo classificados em métodos cldssicos, que compre-
endem a mecanica molecular e a dindmica molecular, e métodos quanticos, os quais sao
composto pelos célculos ab initio e semi-empirico [21].

Em sistemas muito grandes, como macromoléculas, que t€m sua estrutura determi-
nada pelas interacdes ndo covalentes, o método computacional mais utilizado é a me-
canica molecular. Apesar da mecanica molecular proporcionar uma descri¢do bastante
confidvel da estrutura e energia desses sistemas, esse método € limitado pelo fato de ndo
envolver os efeitos quanticos, como a transferéncia de elétrons e a formacao de uma li-
gacdo covalente [22]. Dessa forma, todas essas limitagdes da mecinica molecular sdao

resolvidas pelos métodos da mecanica quantica, que demandam um maior custo compu-
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tacional, limitando-se, portanto, ao cédlculo de sistemas com centenas de dtomos [22].

Os métodos semi-empiricos conseguem um equilibrio adequado entre precisdo e custo
computacional, podendo ser aplicados em sistemas com milhares de &tomos, como as pro-
teinas [22], por exemplo. Apesar dos métodos semi-empiricos serem considerados uma
poderosa ferramenta para os célculos de qualquer sistema biomolecular, eles apresentam
varias limitacdes quanto a descri¢do das interagdes ndo covalentes [23]. Dessa forma, a
escolha do método que deve ser aplicado depende das propriedades que se pretende ava-
liar, da precisdo desejada e do custo computacional disponivel para executar o cilculo

[21].

2.4 Docking molecular

Com o desenvolvimento dos primeiros algoritmos na década de 80, o docking molecu-
lar tornou-se uma das principais ferramentas no processo de descoberta de novos farmacos
[24]. O termo docking molecular, ou apenas docking, é usado para descrever um método
computacional que tenta encontrar a melhor conformacgdo existente entre a molécula de
um receptor com um ligante [25]. Dessa forma, € um dos métodos baseados em estrutura
mais utilizados devido sua capacidade de previsdo da conformacgdo de pequenos ligantes
dentro do sitio ativo do receptor [26].

O docking molecular € um procedimento de simulacdo computacional que serve para
prever a estrutura de um complexo receptor-ligante, onde o receptor pode ser uma proteina
ou um &cido nucleico, por exemplo, enquanto o ligante pode ser uma molécula pequena
ou até mesmo outra proteina [27]. O docking molecular realiza uma previsao da afinidade
de ligacao de uma pequena molécula dentro do sitio de ligacao do receptor [28], conforme
mostrado na figura 2.2.

Considerando a flexibilidade do ligante ou do receptor, os algoritmos de docking sdo

classificados em docking de corpo rigido e docking flexivel. O docking de corpo rigido
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despreza tanto a flexibilidade da molécula do ligante quanto a do receptor, sendo consi-
deradas basicamente as conexdes geométricas entre as duas moléculas, diminuindo dessa
forma a precisao dos resultados [27].

O método de docking flexivel permite que se obtenham vérias conformacdes possiveis
para a molécula do ligante ou para o receptor, como também para ambas as moléculas ao
mesmo tempo, possuindo uma demanda de maior custo computacional [27].

O docking molecular também € utilizado para reproduzir poses obtidas experimen-
talmente, por meio de algoritmos de validacdo de docking, onde os complexos proteina-
ligante obtidos por célculo de docking sdo comparados com as estruturas obtidas por

cristalografia de raio-X [27].

Figura 2.2: Representacdo do processo de docking molecular. (A) Estrutura 3D do li-
gante PD166326 (B) Estrutura 3D da proteina Ber-Abl tirosina quinase. (C) Resultado
do docking, com as poses obtidas do ligante, no local do sitio de ligacdo do receptor.
(D) Interagdes intermoleculares da melhor pose do ligante, no local do sitio de ligacao da
proteina.

Fonte: Autoria propria, 2022.
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2.4.1 Calculo do RMSD

As melhores poses que foram obtidas pelo docking devem ser sobrepostas com as po-
ses que foram obtidas da estrutura cristalizada, para fazer uma avaliacdo do célculo do
docking através da medida do RMSD [27]. O RMSD (desvio médio quadratico) € utili-
zado para medir a qualidade de reproducdo da pose de ligacao obtida experimentalmente,
comparando uma pose obtida por docking com a pose do ligante co-cristalizado [29].

O célculo do RMSD ¢ realizado entre dois agrupamentos de coordenadas atdmicas,
um deles utiliza as coordenadas atdmicas da estrutura que foi obtida por docking e o
outro utiliza as coordenadas atdmicas da estrutura cristalizada [27]. A comparacio entre
os dois grupos de coordenadas atdomicas é realizada pelo calculo do RMSD (desvio médio

quadratico) entre eles, conforme descrito pela equagdo (2.1):

1 N
RMSD = \/ﬁ Y (ai = x:)2 + (Vai — Ybi)> + (2ai — 20i)? (2.1)
i=1

onde N é o niimero total de pares de dtomos, (x4,Y4,24) s80 as coordenadas atdmicas da
estrutura co-cristalizada e (x,yp,25) s30 as coordenadas atdomicas obtidas pelo célculo do
docking. Estudos obtidos da literatura para o RMSD entre as poses obtidas por docking e
sua conformaco co-cristalizada consideram que 2,0 A é o valor limite para uma solugio

de encaixe correta [30, 31].

2.4.2 Algoritmos de busca

As duas principais operagdes utilizadas no cdlculo do docking molecular sdo o algo-
ritmo de busca e a funcao de pontuagdo [32].

Os algoritmos de busca procuram encontrar a melhor conformag¢do para o complexo
receptor-ligante, com o propdsito de obter a energia de afinidade minima do complexo
[33]. Os algoritmos utilizados para tratar a flexibilidade do ligante podem ser classificados

em trés grupos: métodos sistemdticos, métodos aleatdrios ou estocdsticos e métodos de
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simulacao [33].

Os algoritmos de busca sistemdtica percorrem todas as conformagdes possiveis, ex-
plorando todos os graus de liberdade do ligante. O nimero de combinacgdes possiveis
aumenta exponencialmente, conforme aumentam os graus de liberdade do ligante [34].
Devido a busca por todas as conformagdes possiveis do ligante, esses algoritmos acabam
enfrentando o problema da explosdao combinatéria [35].

Os métodos estocasticos realizam a busca conformacional através de modificacdes
aleatorias produzidas na estrutura do ligante [36]. Essas modificagcdes aleatorias podem
ser aceitas ou rejeitadas, de acordo com o critério probabilistico utilizado [37]. Este mé-
todo evita que a solucdo fique presa em um minimo de energia local e aumenta a proba-
bilidade de conseguir um minimo global [34]. Entre os principais métodos estocdsticos,
destacam-se os métodos de Monte Carlo, os algoritmos evolutivos, os métodos de busca
Tabu e os métodos de otimiza¢do swarm [37].

Os algoritmos evolutivos sdo métodos estocdsticos baseados no processo de evolucao
dos sistemas biolégicos que buscam a melhor conformagdo do ligante, tendo os algorit-
mos genéticos como os mais populares desse grupo [37]. Esses algoritmos utilizam a
ideia de simular a evolucdo das espécies através dos processos de selecao natural, muta-
cdo e reproducdo, dependendo do desempenho do individuo (conformacdo) dentro de um
ambiente [38].

Os algoritmos evolutivos adotam aproximacdes computacionais (operadores genéti-
cos) de processos naturais para aplicar numa simulacdo da permanéncia das caracteristi-
cas mais favordveis [27]. Em um espaco amostral, onde existe uma rotina de busca com
uma variedade de possiveis solu¢des, somente as solugdes com melhor classificacio per-
manecem para o ciclo seguinte de calculo. Este processo se repete até que seja encontrada
uma solucgdo 6tima [27].

Entre os métodos de simulac@o conhecidos atualmente, a dinimica molecular € o pro-

cedimento mais utilizado. Essas simula¢des, na maioria das vezes, ndo conseguem ultra-
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passar barreiras de alta energia dentro de periodos de simulagdo provaveis, acomodando
os ligantes somente nos minimos locais de energia [33]. Portanto, existem vdrias ten-
tativas de simulacdo das diversas partes de um sistema receptor-ligante com diferentes
temperaturas [39]. Além disso, outro procedimento para solucionar o problema dos mi-
nimos locais € iniciar os cdlculos de dindmica molecular baseado nas diferentes posi¢oes

do ligante [35].

2.4.3 Funcoes de pontuacao

A funcdo de pontuacdo faz uma avaliacdo da energia de afinidade entre o receptor
e o ligante, classificando as melhores poses do complexo [40]. Além de classificar as
posicdes do ligante na molécula alvo, a etapa de pontuacdo também faz o cdlculo da
energia de ligacdo do ligante ao receptor, obtendo uma medida da afinidade de ligacao
[41].

A previsdo da energia de afinidade é realizada através da analise dos parametros fisico-
quimicos mais importantes para o reconhecimento entre receptor e ligante, como as intera-
coes intermoleculares, os efeitos de solvatacdo e os efeitos entropicos [42]. Dessa forma,
quanto maior a quantidade de parametros fisico-quimicos avaliados, maior a precisao da
funcdo de pontuacdo. Entretanto, o custo computacional também aumenta proporcional-
mente ao ndmero de pardmetros envolvidos na fungdo [34].

As interagdes intermoleculares envolvidas no reconhecimento do complexo receptor-
ligante compreendem: interagdes iOnicas, interacdes de Van der Waals, ligacdes de hidro-
génio, interacdes hidrofdbicas, interacdes do tipo cation-pi, interagdes com anéis aroméa-
ticos do tipo pi-pi e do tipo empilhamento-T [43].

Considerando as coordenadas atdmicas de um complexo receptor-ligante, as funcdes
de pontuagdo podem fazer uma estimativa da energia livre de ligacao ou da constante de

ligacdo, utilizando uma variedade de técnicas [27]. A energia livre de ligacdo € represen-
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tada pela equacao de Gibbs-Helmholtz, conforme descrita pela equagdo (2.2):
AG =AH —TAS (2.2)

onde AG ¢ a energia livre de ligacdo, AH € a entalpia, AS € a entropia e T € a temperatura
em Kelvin. A relacdo da constante K; com a energia livre de ligacio AG € mostrada na
equacao (2.3):

AG = —RTInkK; (2.3)

onde K; € a constante de ligacao.

As fungdes de pontuacdo sdo divididas em func¢des de pontuacdo empiricas, funcdes
de pontuacgdo baseadas em campo de forca e fungdes de pontuagdo baseadas em conheci-
mento [44].

Os campos de forca da mecanica molecular normalmente calculam a soma da ener-
gia de interacdo receptor-ligante com a energia interna do ligante [35]. A maioria das
funcgdes baseadas em campo de for¢a consideram somente uma conformacao do receptor,
sendo desnecessdrio calcular sua energia interna, o que simplifica muito essa funcdo de
pontuacgdo. [35].

As fungdes baseadas em campo de for¢a possuem grandes limitagdes com relacio a
previsdo das contribui¢des entropicas e de solvatacdo, devido a falta de um modelo fisico
razodvel para descrever esses fenomenos [34].

As interagdes entre receptor e ligante sdo frequentemente representadas pelos termos
de energia de Van der Waals e de energia eletrostatica [35]. O termo de energia de Van
der Waals € dado pelo potencial de Lennard-Jones [35], como estd descrito na equagao

(2.4):

Evaw (r) = i i4e [(?) o (@y] 2.4)
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onde € € o poco de potencial, r;; € a distincia entre os dtomos do receptor e do ligante e
0;; € a distincia (finita) em que o potencial interparticula € zero. Os termos de energia
eletrostatica sdo representados pela formulacao Coulombiana, com uma funcao dielétrica

dependente da distancia [35], como descrito na equagao (2.5):

Ny Np 7
Ecoul(r) = Z Z 147 (2.5)

i=1 j=1 475807‘,'J'
onde g; e g; sdo as cargas atOmicas, €y € uma constante dielétrica e r;; € a distancia entre
os atomos do receptor e do ligante.

As fungdes de pontuagdo empiricas sdo fundamentadas na reproducgdo de dados expe-
rimentais, através da soma de vérias fungdes parametrizadas. Elas baseiam-se na ideia de
que as energias de ligacdo conseguem se aproximar da soma dos termos individuais nao
correlacionados [35].

Nesse sentido, elas utilizam cada termo da funcio para descrever um fendomeno fisico
envolvido na formacdo do complexo receptor-ligante, como as ligacdes de hidrogénio,
as interagdes i0nicas, as interagdes apolares, além dos efeitos entropicos e de solvatagao
[45]. Dessa forma, as fungdes de pontuacdo empiricas utilizam dados de afinidade de
ligacdo de conhecimento experimental numa andlise de regressdo linear, para obter os
coeficientes relacionados aos termos das fungdes [28].

As fungdes de pontuacdo baseadas em conhecimento sdo baseadas na reproducio de
estruturas obtidas experimentalmente, em vez da reproducio das energias de ligagdo [35].
Assim, essas funcdes realizam uma andlise estatistica da interagc@o entre pares de 4tomos
de complexos receptor-ligante, obtidos a partir de bancos de dados estruturais [28]. Os
dados dos pares de dtomos sdo convertidos em um pseudopotencial, conhecido como
potencial de forca média, que reproduz as conformagdes preferidas dos pares de dtomos
do complexo [28].

Da mesma forma, essas fungdes de pontuagdo também conseguem armazenar impli-
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citamente os efeitos de vinculagdo que sdo dificeis de modelar explicitamente [35]. A
grande vantagem da fun¢do de pontuagdo baseada em conhecimento é sua simplicidade
computacional, pois permite uma triagem eficiente de grandes bancos de dados compostos

[35].

2.4.4 AutoDock Vina

O AutoDock Vina é uma ferramenta para docking molecular e triagem virtual, que foi
projetado para ser compativel com o mesmo formato de arquivo do AutoDock, utilizando
a extensdo PDBQT. Além disso, esse formato também é compativel com outras ferra-
mentas auxiliares, como o AutoDock Tools, que tem a fun¢do de preparar os arquivos,
escolher o espaco de pesquisa e visualizar os resultados [46].

A funcdo de pontuacdo utilizada no AutoDock Vina combina algumas vantagens da
pontuacdo baseada em conhecimento com a fun¢do de pontuagdo empirica, obtendo in-
formacgdes empiricas tanto das escolhas conformacionais do complexo quanto dos dados
de afinidade obtidos experimentalmente [46].

No desenvolvimento do AutoDock Vina, foram testados varios métodos de otimiza-
cdo global como GA, PSO e SA, no entanto, o0 AutoDock Vina definiu como algoritmo de
busca o Iterated Local Search (Busca Local Repetida). Este algoritmo utiliza uma suces-
sdo de passos que compreendem uma mutagdo e uma otimizacao local, onde cada passo

€ aceito de acordo com o critério Metropolis [46].

2.4.5 DockThor

O programa DockThor utiliza um formato de arquivo especifico para o ligante e para
o receptor, que contém os tipos de dtomos e cargas parciais utilizados no campo de forca
MMFF94S. Com isso, tanto o ligante quanto o receptor sdo trabalhados com o mesmo

campo de for¢a durante o docking molecular [47].
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A fungdo de pontuacio utilizada pelo DockThor € baseada na energia total, definida
como a soma dos termos do campo de forca MMFF94S. Esses termos compreendem
a energia de interacdo intermolecular (soma dos potenciais de Van der Waals com os
potenciais eletrostdticos), energia de interacdo intramolecular (soma dos potenciais de
Van der Waals e eletrostaticos) e termo de tor¢ao do ligante [47].

O método de busca adotado pelo DockThor utiliza um algoritmo genético de estado
estaciondrio de solucdo multipla, baseado em aglomeracdo fenotipica. Dessa forma, a
substituicdo parental utiliza o Selecdo de Torneio Restrito Modificado Dinamicamente
(DMRTS), que realiza a identificacdo de multiplas solu¢des de minimos em uma dnica

corrida, mantendo a diversidade populacional das estruturas geradas [47].



Capitulo 3

Metodologia

A metodologia utilizada neste trabalho foi fundamentada no estudo do método de
docking molecular, utilizando as ferramentas AutoDock Vina [46] e DockThor [47] para
a obtencao dos cdlculos de docking. Primeiramente, a estrutura molecular dos ligantes
foi desenhada no software ACD/ChemSketch [48], para ser otimizada, em seguida, com
o programa Avogadro [49].

ApO6s a preparagdo do ligante, o arquivo da proteina foi baixado no banco de dados
RCSB PDB [50] para ser preparado, na sequéncia, com o programa UCSF Chimera [51].
Com a preparacao dos arquivos do ligante e do receptor, o proximo passo foi a realizagao
do docking molecular, que foi obtido a partir das ferramentas AutoDock Vina e DockThor.

A Figura 3.1 mostra um fluxograma com a metodologia que foi utilizada neste trabalho.

3.1 Preparando o Arquivo do Ligante

A escolha da estrutura molecular de todos os ligantes utilizados neste trabalho foi fun-
damentada em estudo da literatura [14], onde foram sintetizados os 19 compostos deri-
vados de pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona que seriam estudados. Cada composto molecular
possui um grupo substituinte na posicdo do carbono 3 (Figura 3.2 A) ou carbono 4 (Figura
3.2 B) da fracdo fenilamina, resultando em compostos com maior poténcia e seletividade

para o tratamento da leucemia mieloide cronica [14].
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Figura 3.1: Fluxograma mostrando a metodologia utilizada neste trabalho para o docking
molecular.
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para identificar a
relagédo da Ber-Abl
tirosina quinase com
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Preparagédo da estrutura docking o
da proteina no UCSF = molecular: — PWPTW(}TO 3'3 T_Stl'l:t:ra
Chimera AutoDock Vina HEEEIET CEUEE
e DockThor

Resultados do
docking molecular,
apresentando as
melhores poses para
cada ligante

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Figura 3.2: Estrutura quimica dos derivados de pirido [2,3-d] pirimidina-7-ona com a
representacdo das posi¢oes do carbono 3 e carbono 4 na fracdo fenilamina.

(A) (B)

Fonte: Autoria propria, 2022.
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Ap6s a escolha da molécula dos ligantes que seriam estudados, a estrutura molecu-
lar bidimensional de todos esses compostos foi desenhada utilizando a ferramenta para
construcao de estruturas ChemSketch, como mostram as Figuras 3.3 a 3.9. Dessa forma,
o codigo SMILES dessas estruturas foi encontrado para, em seguida, obter sua estrutura
tridimensional utilizando o banco de dados de moléculas PubChem [52].

Em seguida, a geometria dessas moléculas foi otimizada utilizando o programa de
dindmica molecular Avogadro [49]. Essa geometria foi otimizada com o campo de forca
da mecanica molecular MMFF94 (mais adequado para moléculas organicas), obtendo-
se, portanto, uma conformacdo com o minimo de energia adequado para cada ligante.
Com isso, a molécula dos ligantes estava preparada para o docking molecular, conforme

€ mostrado pelas Figuras 3.3 a2 3.9.

3.2 Preparando o arquivo da proteina

O arquivo da proteina alvo que foi utilizada neste trabalho foi baixado no site de
banco de dados RCSB PDB (Protein Data Bank). Primeiramente, buscou-se uma macro-
molécula de Ber-Abl tirosina quinase que estivesse complexada com o ligante escolhido
(PD166326), dando preferéncia para o co-cristal que estivesse com melhor resolugdo.

A macromolécula escolhida para este trabalho corresponde a estrutura da proteina
Bcer-Abl tirosina quinase (E.C. 2.7.1.112), com cédigo PDB 10PK [53] e resolugdo de
1,80 A. Essa escolha se deu devido ao seu estado co-cristalizado com a molécula do
inibidor em estudo 6-(2,6-diclorofenil)-2-[3-(hidroximetil)anilino]-8-metilpirido [2,3-d]
pirimidina-7(8H)-ona.

Para preparar a proteina alvo para o docking, foi utilizado o programa UCSF Chimera
[51]. Primeiramente, foram removidas todas as moléculas de dgua e demais ligantes co-
cristalizados, pois a presenca de moléculas de dgua na regido do sitio de ligacdo pode

interferir no docking. Em seguida, foram adicionados hidrogé€nios polares a estrutura da
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Figura 3.3: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos seguintes com-
postos ligantes: de MO1 até M04.
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Fonte: Autoria propria, 2022.



CAPITULO 3. METODOLOGIA 20

Figura 3.4: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos seguintes com-
postos ligantes: de M05 até MOS.
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Figura 3.5: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos seguintes com-
postos ligantes: de M09 até M12.
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Figura 3.6: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos seguintes com-
postos ligantes: de M13 até M15.
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Figura 3.7: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos compostos ligan-

tes M16 e M17.
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Fonte: Autoria prépria, 2022.
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Figura 3.8: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos compostos ligan-

tes M18 e M19.
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Fonte: Autoria propria, 2022.



CAPITULO 3. METODOLOGIA 25

Figura 3.9: Estrutura molecular bidimensional e estrutura otimizada dos compostos ligan-
tes imatinibe e desatinibe.
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proteina, pois as proteinas obtidas por cristalografia de raio-X, geralmente nao possuem
esses hidrogénios em sua estrutura.

Posteriormente, também houveram adi¢ao de cargas a estrutura da proteina que estava
sendo preparada. Dessa forma, o tratamento de cargas mais adequado para ser utilizado
em proteinas com o programa UCSF Chimera s@o as cargas do tipo AM1-BCC, semi-
empirico (AM1) com correcdo de carga de ligagdo (BCC). Logo, a proteina com cédigo
PDB 10PK estava preparada para o docking, como é mostrado na Figura 3.10.

Figura 3.10: Estrutura da proteina Ber-Abl tirosina quinase com c6digo PDB 10PK, sem
o ligante PD166326, apds estar preparada para o docking.

Fonte: Autoria propria, 2022.

3.3 Docking Molecular

ApOs a preparacdo das estruturas do ligante e do alvo molecular, na etapa seguinte

foram ajustados os parametros para o cdlculo do docking. As ferramentas que foram
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utilizadas neste trabalho para realizar o docking molecular entre alvo e ligante foram o

programa AutoDock Vina e o servidor DockThor.

3.3.1 AutoDock Vina

Para realizar o docking molecular com o AutoDock Vina, os arquivos PDB do recep-
tor e do ligante foram primeiramente abertos como modelos separados dentro do UCSF
Chimera. Os comandos do AutoDock Vina também foram executados dentro do UCSF
Chimera durante o processo de docking.

No docking molecular com o Autodock Vina, o sitio de ligacdo para o possivel ligante
€ definido como um grid box, localizado dentro do espaco da macromolécula. A locali-
zacdo do centro do grid box foi baseada nas coordenadas do centro de massa do ligante
co-cristalizado, obtido do arquivo PDB 10PK, com as seguintes coordenadas cartesianas:
X =46,34;Y = 18,25 e Z =18, 13. No ajuste do tamanho do grid box, foi definido um
comprimento de 30 A para as arestas da grade.

Ap0s a criacdo da grid box, o complexo receptor-ligante estava preparado para o cal-
culo do docking, que foi executado logo em seguida pelo Autodock Vina, como € mos-
trado na Figura 3.11. Com relacdo a flexibilidade do ligante, o AutoDock Vina permite
que ocorram rotagdes nos angulos diedros e dngulos de deformacdes do ligante, mas o re-
ceptor permanece rigido durante o docking. Os arquivos de entrada em formato PDB do
complexo foram convertidos para o formato utilizado pelo AutoDock Vina, com arquivo
de saida na extensao PDBQT. Com a conclusao do cdlculo do docking, o AutoDock Vina
apresenta um resultado com as melhores poses para cada ligante que estd sendo traba-

lhado.
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Figura 3.11: Representacdo do complexo receptor-ligante (proteina com cédigo PDB
10PK e ligante PD166326) com sua grid box, para docking realizado com o AutoDock
Vina.

Fonte: Autoria prépria, 2022.
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3.3.2 DockThor

O docking molecular entre receptor e ligante com o DockThor teve inicio com o ar-
quivo PDB do receptor sendo adicionado no espacgo especifico das proteinas, para ser
carregado em seguida no sistema. O DockThor permite que os estados de protonacao da
proteina sejam selecionados para correcdo, antes de ser enviada para o cdlculo. Como
a protefna ja havia sido preparada anteriormente no programa UCSF Chimera, ndo foi
necessdrio corrigir seus estados de protona¢ao novamente.

Ap6s o envio do arquivo da proteina para o DockThor, o sistema também permite
que se adicione um arquivo PDB de cofatores (para casos especificos em que a proteina
necessita de um cofator no sitio ativo do docking), mas nao foi necessario para o caso da
proteina com cédigo PDB 10PK.

Em seguida, o arquivo PDB do ligante também foi adicionado na interface para ser
carregado no sistema. Além disso, 0 DockThor também permite que se adicionem hidro-
génios a molécula do ligante, mas os mesmos ji foram adicionados durante a preparagao
do ligante. Na sequéncia, as rotacdes nos angulos diedros e angulos de deformacgdo do
ligante foram habilitadas, permitindo a flexibilidade do ligante durante o docking.

O sitio de ligagdo para o complexo receptor-ligante no DockThor também € definido
como uma grid box, onde foram determinados o centro e o tamanho da caixa. O centro da
caixa foi definido com base nas coordenadas do centro de massa do ligante co-cristalizado
com a proteina, obtido a partir do arquivo PDB 10PK. O tamanho da caixa foi definido
como 30 A para todas as trés dimensdes (como mostrado na Figura 3.12), com uma dis-
cretizagdo de 0,31. Apds essas defini¢des, o calculo do docking foi executado, com seus

resultados sendo enviados, em seguida, para um e-mail cadastrado.
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Figura 3.12: Representacao da grid box, para o docking calculado com o DockThor.
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Resultados e Discussao

O docking molecular dos ligantes com a proteina Ber-Abl tirosina quinase, com c6-
digo PDB 10PK, teve como objetivo determinar o potencial de inibi¢do de andlogos do
pirido[2,3-d]pirimidinas na leucemia mieloide cronica. A primeira parte apresenta um
comparativo entre a previsao das energias de ligacdo com os valores de ICs, obtidos da
literatura, enquanto a segunda parte descreve como as interacdes intermoleculares foram

estabelecidas no local do sitio de ligacao.

4.1 Analise do RMSD

A validagdo dos parametros do docking com os programas AutoDock Vina e DockThor,
foi realizada com base na andlise do RMSD, através do método de redocking. O redocking
avalia a similaridade entre a pose do ligante co-cristalizado (obtido experimentalmente)
com a pose de melhor classificacdo do ligante (obtida por docking). Como o ligante MO1
era o Unico (deste trabalho) que tinha estrutura co-cristalizada com a proteina de cédigo
PDB 10PK, somente sua molécula foi analisada por redocking.

De acordo com a Tabela 4.1, o valor do RMSD para o ligante MO1, no DockThor,
com relacdo a estrutura co-cristalizada (redocking) foi de 0,863 A. Dessa forma, o doc-
king molecular com o DockThor para o ligante MO1 foi validado por redocking, conforme

¢ mostrado na Figura 4.1. Enquanto isso, o valor do RMSD para o ligante MO1 (no Auto-
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Dock Vina), com relacdo a estrutura experimental foi de 1,794 A e, portanto, foi validado
por redocking. L.ogo, o DockThor conseguiu reproduzir a conformagio experimental com
um nivel de similaridade melhor que o AutoDock Vina, para o ligante MO1.

Figura 4.1: Representacdo do procedimento de redocking, com a molécula do ligante
MO1 co-cristalizado sobreposto ao ligante M0O1, calculado com o DockThor.

\/

LIGANTE MO1
............ [ CALCULADO
] NO DOCKTHOR

LIGANTE MO01
CO-CRISTALIZADO

Fonte: Autoria propria, 2022.

Como o DockThor foi melhor que o AutoDock Vina na reproducdo da pose obtida
experimentalmente, o DockThor foi escolhido para realizar os cdlculos de docking mole-
cular deste trabalho, enquanto os resultados obtidos com o AutoDock Vina estdo anexados

no apéndice.

4.2 Analise da previsao de afinidade (score)

Os resultados obtidos através do docking molecular utilizando a ferramenta DockThor,
apresentaram vdrias conformagdes para cada ligante derivado do pirido[2,3-d]pirimidina.
Como a fun¢do de pontuacao utilizada pelo DockThor é baseada na energia total, os com-
plexos receptor-ligante com previsao de afinidade (score) mais favordveis (menor valor),

devem obter os melhores encaixes no local do sitio ativo da Ber-Abl tirosina quinase.
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A Tabela 4.1 apresenta as energias de ligacdo do complexo-receptor ligante obtidas
por docking, os valores de ICsy de seus respectivos ligantes obtidos da literatura, assim
como os valores do RMSD que foram calculados. Enquanto as melhores poses obtidas por
docking, de todos os complexos receptor-ligante deste trabalho sdo mostradas na Figura
4.2.

Figura 4.2: Representagcdo das melhores poses obtidas por docking, de todos os comple-
xos receptor-ligante calculados no DockThor.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Considerando a previsao das energias de ligacdo (score) calculadas no DockThor, os
resultados sugerem que os complexos obtidos com os ligantes M04, M08, M17, M18
e M19 apresentaram previsao de afinidade mais favordveis (menor valor), enquanto os
complexos com os ligantes M03, M05, M06, M09, M10 e DSB obtiveram energia de
ligacdo menos favordveis (maior valor). Portanto, os ligantes com previsao da energia de
ligacdo (score) mais favoraveis, encaixam melhor no local do sitio ativo da proteina.

A funcdo de pontuagdo utilizada pelo DockThor € baseada na soma dos termos do

campo de forca MMFF94S, que compreendem a energia de interagdo intermolecular,
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energia de interacdo intramolecular e termo de torcdo do ligante [47]. Portanto, a es-
colha dos compostos moleculares com melhor poténcia de inibi¢do da Ber-Abl tirosina
quinase foi baseada na andlise das interacdes intermoleculares, associado com os resulta-
dos obtidos das energias de interacdo intermoleculares fornecidos pelo DockThor.

Tabela 4.1: Descri¢ao dos valores de ICsy, do RMSD, do score e das energias de interacao
intermolecular para cada ligante analisado por docking.

Ligante ICsp RNESD Score Score I. Energy / DockThor
(nM) (A) (Autodock Vina) (DockThor) (kcalmol ")
MO1 2,8 0,863 —12,1 —10,43 —-52,11
MO02 2,6 — —12,1 —10,36 —47,72
MO03 22 — —11,7 -9,19 -30,15
MO04 49 — —11,2 —10,67 —63,20
MO5 2,5 — —12,0 —8,73 —33,70
MO06 5 — —11,8 —8,58 —31,89
MO7 53 — —11,9 —10,37 —47,79
MO8 1,4 — —11,3 —10,70 —62,84
M09 13 — —123 —9,22 —36,45
MI0 21 - —122 —8,66 ~32,32
Mil1 30 — —11,9 —10,45 —47,96
M12 8,2 — —11,4 —10,37 —53,83
M13 2,3 — —11,8 —10,35 —47.47
M14 4.8 — -9,9 —10,39 —50,88
M15 7,6 — —12,0 —10,44 —51,66
M16 4,7 — —-11,3 —10,45 —-51,34
M17 2,3 — —11,5 —10,50 —64,65
Mi18 12 — —10,9 —10,81 -57,717
MI19 3,6 — —12,9 —10,70 —53,48
IMB — — -9.,8 —10,10 —43,20
DSB — — -9,6 —-9,70 —41,93

IMB = imatinibe; DSB = desatinibe.
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4.3 Analise das interacoes intermoleculares

O estudo das interacdes a nivel molecular no local do sitio ativo da proteina foi de-
senvolvido no programa Discovery Studio, baseando-se na descri¢do dos diversos tipos
de interacdes intermoleculares e nos residuos de proteina que estdo envolvidos. A partir
desse estudo foi possivel observar como acontece o reconhecimento molecular para cada

ligante analisado, para compreender como ocorre a seletividade entre estes ligantes.

4.3.1 Complexo com o ligante M01

O resultado do docking realizado no DockThor para o complexo com o ligante MO1,
no local do sitio ativo da proteina, apresentou quatro ligacdes de hidrogé€nio, uma in-
teracdo cation-pi, quatro interagdes sigma-pi, duas interacdes alquila e seis interagdes
alquila-pi, como é mostrado na Figura 4.3. O comprimento das ligacdes de hidrogénio,

com cada residuo de proteina (no DockThor) é mostrado na Tabela 4.3.

* Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,13 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,79 A) entre o hidrogénio da hidroxila
(R3) com um oxigénio do residuo THR338;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,85 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,77 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

* Uma interacdo do tipo cation-pi (4,91 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Quatro interacdes do tipo sigma-pi (anel pirimidina com residuos LEU267 e LEU389,
anel piridina com residuos VAL275 e LEU389);

* Duas interacdes do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);
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* Seis interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel benzeno
com residuo LEU267, residuo ALLA288 com os anéis pirimidina e piridina, anel

diclorofenil com os residuos LY S290 e VAL318).

Com a substitui¢do do grupo metanol na posi¢cdo R3, este substituinte apresentou uma
ligacao de hidrogénio forte com o residuo THR338, pois o metanol possui uma extremi-
dade polarizada na hidroxila. Visto que o complexo apresentou trés ligagcdes de hidrogénio
fortes e uma ligagcdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacdo intermole-
cular de —52,11 kcal mol~!. Por outro lado, este complexo apresentou um valor de 1Cs

obtido da literatura de 2,8 nM.

4.3.2 Complexo com o ligante M(2

O complexo com o ligante M02 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou trés liga¢des de hidrogénio, uma interacao do tipo cation-pi, duas
interacdes do tipo sigma-pi e seis interacdes do tipo alquila-pi, como € mostrado na Figura

4.4.

* Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,14 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,89 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,79 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

* Uma interacgdo do tipo cétion-pi (4,86 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Duas interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel pirimi-
dina com residuo LEU389);

* Seis interagdes do tipo alquila-pi (anel piridina com os residuos ALA288 e LEU389,



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 37

Figura 4.3: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
MO1 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.

(A)
MO1

LEU267
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%]
W %I

Interagdes

- Ligacdo de Hidrogénio Convencional - Sigma-Pi
I:l Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:l Alguila
[ caton-pi [ aguila-pi

Fonte: Autoria propria, 2022.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 38

anel pirimidina com os residuos LEU267 e ALA288, anel diclorofenil com o resi-

duo LY S290, anel benzeno com residuo LEU267).

Com a substitui¢do do grupo hidroxila na posicao Rz, este grupo nao apresentou qual-
quer ligacdo de hidrogénio com os residuos de proteina, apesar da hidroxila ser uma
extremidade polarizada. Visto que o complexo apresentou duas ligacdes de hidrogénio
fortes e uma ligagcdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacdo intermole-
cular de —47,72 kcal mol~!. Por outro lado, este complexo apresentou um valor de ICs

obtido da literatura de 2,6 nM.

4.3.3 Complexo com o ligante M03

O complexo com o ligante MO3 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou duas ligacdes de hidrogénio, uma interagdo anion-pi, uma interacao
sigma-pi, duas interagdes alquila e cinco interacdes alquila-pi, como € mostrado na Figura

4.5.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,66 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (3,59 A) entre o oxigénio do anel piridina
com um carbono do residuo GLY?268;

« Uma interacdo do tipo 4nion-pi (4,72 A) entre o anel diclorofenil com um oxigénio
do residuo ASP344;

* Uma interacdo do tipo sigma-pi (anel benzeno com o residuo LEU389);

* Duas interagdes do tipo alquila (metila do grupo R3 com os residuos VAL275 e
LEU389);

* Cinco interacdes do tipo alquila-pi (metila do grupo R3 com residuo TYR272, resi-
duo LEU267 com anéis piridina, pirimidina e benzeno, residuo ALA288 com anel

benzeno).
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Figura 4.4: Representacido das interacdes intermoleculares no complexo com o ligante

MO02 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
(A)
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GLU
A:335
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[ Ligag o de Hidrogénio Convencicnal B sigma-Pi
I:I Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:IAIquiIa—Pi
I cation-Pi

Fonte: Autoria propria, 2022.
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Com a substitui¢ao do grupo metila na posi¢cao R3, este grupo ndo apresentou qualquer
ligacdo de hidrogénio com os residuos de proteina, pois a metila ndo € polarizada. Por
outro lado, a metila de R3 apresentou intera¢des hidrofébicas do tipo alquila e alquila-pi,
devido a sua caracteristica apolar.

Uma vez que o complexo apresentou apenas uma ligacdo de hidrogénio forte e uma
ligacdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacdo intermolecular no valor
de —30,15 kcalmol ~! (sendo considerado desfavordvel com relagio ao complexo MO1).
Consequentemente, este complexo apresentou um valor de ICsq obtido da literatura de 22

nM, também sendo considerado desfavordvel com relacdo ao complexo MO1.

4.3.4 Complexo com o ligante M04

O complexo com o ligante M04 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou seis ligacoes de hidrogénio, uma interacdo do tipo cation-pi, trés inte-
racoes do tipo sigma-pi, duas interagdes do tipo alquila e seis interagdes do tipo alquila-pi,

como € mostrado na Figura 4.6.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,17 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,89 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,77 A) entre o hidrogénio da hidroxila
(R3) com um oxigénio do residuo GLU277;

e Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,61 A) entre o hidrogénio da outra hi-
droxila (R3) com um oxigénio do residuo GLU277;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,63 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

* Uma ligacao do tipo hidrogénio-carbono (2,81 A) entre o hidrogénio da metila (R3)
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Figura 4.5: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
MO03 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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com um oxigénio do residuo GLU277;

* Uma interacdo do tipo cation-pi (4,85 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Trés interacdes do tipo sigma-pi (anel pirimidina com residuo LEU389 e anel piri-
dina com residuos VAL275 e LEU389);

* Duas interagdes do tipo alquila (grupo metila com residuos LEU267 e VAL275);

* Seis interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel diclo-
rofenil com residuo LYS290, residuo ALA288 com anéis piridina e pirimidina,

residuo LEU267 com anéis pirimidina e benzeno).

Com a mudanga do grupo substituinte na posicdo R3, foram apresentadas duas liga-
coes de hidrogénio fortes e uma ligagdo de hidrogénio fraca neste grupo, devido ao grupo
substituinte possuir trés pontas polarizadas.

Uma vez que o complexo apresentou quatro ligacdes de hidrogénio fortes e duas li-
gacdes de hidrogénio fracas, ele obteve uma energia de interacdo intermolecular bastante
favoravel no valor de —63,20 kcalmol™!. Por outro lado, este complexo apresentou um

valor de IC5( obtido da literatura de 4,9 nM.

4.3.5 Complexo com o ligante M05

O complexo com o ligante M0O5 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou uma ligacao de hidrogénio, uma interacio anion-pi, duas interagdes
sigma-pi, uma interacao alquila e cinco interac¢des alquila-pi, como € mostrado na Figura

4.7.

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,89 A) entre um hidrogénio do grupo
metila com um oxigénio do residuo THR338;
* Uma interacdo do tipo anion-pi (3,87 A) entre o anel diclorofenil com um oxigénio

do residuo ASP344;
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Figura 4.6: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

MO04 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
( A) TYR272

T X
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I cation-Pi [ Aquila-Pi

Fonte: Autoria propria, 2022.
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* Duas interacdes do tipo sigma-pi (anel pirimidina com residuo GLY 340 e anel ben-
zeno com residuo LEU389);

* Uma interacao do tipo alquila (grupo metila com residuo LEU267);

* Cinco interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo PHE336, residuo
LEU267 com anéis piridina e pirimidina, anel benzeno com residuos VAL275 e

ALA288).

Com a substituicao da amina na posi¢ao R3, este grupo nao apresentou qualquer liga-
cdo de hidrogénio com os residuos de proteina, apesar do grupo amina ser uma extremi-
dade polarizado.

Visto que o complexo apresentou apenas uma ligacao de hidrogénio fraca, ele obteve
uma energia de interacio intermolecular no valor de —33,70 kcalmol ~! (sendo conside-
rada desfavoravel com relacdo ao complexo MO1). Apesar disso, o complexo apresentou
um valor de ICs( obtido da literatura de 2,5 nM, sendo considerado favoravel com relacao

ao complexo MO1.

4.3.6 Complexo com o ligante M06

O complexo com o ligante M06 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou duas ligacdes de hidrogénio, uma interacio anion-pi, trés intera-
cOes sigma-pi, uma interagdo empilhamento pi-pi, uma interagdo empilhamento-T e uma

interagdo alquila-pi, como € mostrado na Figura 4.8.

* Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,95 A) entre o oxigénio do grupo aceta-
mida (R3) com um hidrogénio do residuo THR334;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,82 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo ASP344;

* Uma interacdo do tipo anion-pi (4,78 A) entre o anel diclorofenil com um oxigénio

do residuo GLU348;
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Figura 4.7: Representacido das interacdes intermoleculares no complexo com o ligante

MO5 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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* Trés interacdes do tipo sigma-pi (anel benzeno com os residuos LEU267, LEU389
e LEU389);

* Uma interacao do tipo empilhamento pi-pi (anel benzeno com residuo PHE336);

e Uma interacdo do tipo empilhamento-T (anel benzeno com residuo TYR272);

* Uma interacao do tipo alquila-pi (anel benzeno com residuo ALA288).

Com a substitui¢do do grupo acetamida na posi¢do R3, este substituinte apresentou
apenas uma ligacdo de hidrogénio forte com o residuo THR334, devido a polaridade
presente nos grupos cetona e amina deste substituinte.

Visto que o complexo apresentou apenas uma ligacdo de hidrogénio forte e uma liga-
cdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacao intermolecular considerada
desfavordvel no valor de —31,89 kcalmol~!. Consequentemente, o complexo apresentou

um valor de ICsq obtido da literatura de 5,0 nM.

4.3.7 Complexo com o ligante M(07

O complexo com o ligante M07 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou trés ligagdes de hidrogénio, uma interacao cdtion-pi, quatro inte-
ragcOes sigma-pi, duas interacdes alquila e seis interacdes alquila-pi, como € mostrado na

Figura 4.9.

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,14 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,88 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,69 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

* Uma interacdo do tipo cdtion-pi (4,90 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-

nio do residuo LY S290;
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Figura 4.8: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

MO06 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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* Quatro interacdes do tipo sigma-pi (residuo LEU267 com os anéis pirimidina e ben-
zeno, residuo VAL275 com anel piridina e residuo LEU389 com anel pirimidina);

* Duas interagado do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);

* Seis interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel pirimidina com o residuo ALA288, anel

diclorofenil com os residuos LY S290 e VAL318).

Com a substitui¢ao do grupo hidroxila na posi¢ao R4, este substituinte ndo apresentou
qualquer ligacdo de hidrogénio com os residuos de proteina, apesar da hidroxila ser uma
extremidade polar.

Uma vez que o complexo apresentou duas ligacdes de hidrogénio fortes e uma liga-
cdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interagdo intermolecular de —47,79
kcalmol ™! (aproximadamente igual ao valor do substituinte hidroxila na posi¢do R3, do
complexo M02). Por outro lado, este complexo apresentou um valor de ICsq obtido da

literatura de 5,3 nM.

4.3.8 Complexo com o ligante M08

O complexo com o ligante MOS8 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou seis ligacdes de hidrogénio, uma interagdo cation-pi, duas interagdes

sigma-pi e seis interagdes alquila-pi, como € mostrado na Figura 4.10.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,07 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

+ Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,81 A) entre uma hidroxila da galactose
(R4) com um hidrogénio do residuo ASN341;

« Uma ligacio de hidrogénio convencional (2,57 A) entre outra hidroxila da galactose
(R4) com um oxigénio do residuo GLU348;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,76 A) entre uma hidroxila da galactose
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Figura 4.9: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
MO7 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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(R4) com um oxigénio do residuo ASP344;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,93 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,64 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interagdo do tipo cétion-pi (4,70 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Duas interacdes do tipo sigma-pi (residuo VAL275 com anel piridina e residuo
LEU389 com anel pirimidina);

* Seis interagdes do tipo alquila-pi (LEU389 com anel piridina, anel diclorofenil com
residuo LY S290, residuo ALLA288 com anéis piridina e pirimidina, residuo LEU267

com anéis pirimidina e benzeno).

Com a substitui¢do da galactose na posicao Ry, este grupo apresentou trés ligacdes de
hidrogénio fortes, pois a galactose possui seis extremidades com hidroxilas e oxigénios
polarizados.

Uma vez que o complexo apresentou cinco ligagdes de hidrogénio fortes e uma ligagcdo
de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interagc@o intermolecular bastante favordvel
no valor de —62,84 kcalmol~!. Da mesma forma, este complexo apresentou um valor de

1C5( obtido da literatura bastante favoravel no valor de 1,4 nM.

4.3.9 Complexo com o ligante M09

O complexo com o ligante M09 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou uma interacao anion-pi, duas intera¢des sigma-pi, uma interacao
empilhamento-T, uma interagdo alquila e cinco interagdes alquila-pi, como € mostrado na

Figura 4.11.

* Uma interacdo do tipo anion-pi (3,74 A) entre o anel diclorofenil com um oxigeénio
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Figura 4.10: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

MO8 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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do residuo ASP344;

* Duas interacdes do tipo sigma-pi (anel pirimidina com residuo GLY 340 e anel ben-
zeno com residuo LEU389);

e Uma interacdo do tipo empilhamento-T (anel benzeno com residuo TYR272);

* Uma interacao do tipo alquila (grupo metila com residuo LEU267);

* Cinco interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo PHE336, anel piri-
midina com residuos LEU267 e LEU389, anel benzeno com residuos VAL275 e

ALA?288).

Com a substituicdo do iodo na posi¢do Ry, este grupo nio apresentou qualquer ligacao
de hidrogénio com os residuos de proteina, pois ele possui uma caracteristica apolar.

Uma vez que o complexo ndo apresentou qualquer ligagdo de hidrogénio, ele obteve
uma energia de interacdo intermolecular desfavordvel no valor de —36,45 kcalmol ~!. Da
mesma forma, o complexo apresentou um valor de ICso obtido da literatura de 13 nM,

obtendo assim uma baixa poténcia de inibi¢ao.

4.3.10 Complexo com o ligante M10

O complexo com o ligante M10 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou uma interacdo anion-pi, uma interagdo sigma-pi, uma interagao
empilhamento-T, uma interagdo alquila e cinco interagdes alquila-pi, como € mostrado na

Figura 4.12.

« Uma interacdo do tipo 4nion-pi (3,72 A) entre o anel diclorofenil com um oxigénio
do residuo ASP344;

* Uma interacdo do tipo sigma-pi (anel benzeno com residuo LEU389);

* Uma interacao do tipo empilhamento-T (anel benzeno com residuo TYR272);

* Uma interacdo do tipo alquila (grupo metila com residuo LEU267);

* Cinco interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo PHE336, anel pi-
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Figura 4.11: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante

M09 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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rimidina com residuo LEU267, anel benzeno com residuos LEU267, VAL275 e

ALA?288).

Com a substituicao do fldor na posicao R4, este grupo nao apresentou qualquer ligacao
de hidrogénio com os residuos de proteina, pois ele possui uma caracteristica apolar.

Uma vez que o complexo ndo apresentou qualquer ligacdo de hidrogénio, ele obteve
uma energia de interagdo intermolecular desfavoravel no valor de —32,33 kcalmol ~!. Da
mesma forma, o complexo obteve uma baixa poténcia de inibi¢do, com um valor de ICs

obtido da literatura de 21 nM.

4.3.11 Complexo com o ligante M11

O complexo com o ligante M11 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma interagdo cation-pi, trés interagoes
sigma-pi, duas interagdes alquila e sete interacdes alquila-pi, como € mostrado na Figura

4.13.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,15 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,89 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,72 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interacdo do tipo cation-pi (4,89 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Trés interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel pirimi-
dina com residuos LEU267 e LEU389);

* Duas interacdes do tipo alquila (grupo metila com residuos LEU267 e VAL275);

* Sete interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel pirimi-
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Figura 4.12: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante

M10 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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dina com residuo ALA288, anel piridina com residuos ALA288 e LEU389, anel

diclorofenil com residuos LY S290 e VAL318, anel benzeno com residuo LEU267).

Com a substitui¢ao do grupo metila na posi¢@o R4, este grupo ndo apresentou qualquer
ligacdo de hidrogénio com os residuos de proteina, devido a condicdo apolar da metila.

Visto que o complexo apresentou duas ligacdes de hidrogénio fortes e uma liga-
c¢do de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interagdo intermolecular de —47,96
kcalmol ™! (sendo portanto mais favordvel que o valor do substituinte metila na posicio
R3, do complexo MO03). Por outro lado, o complexo apresentou um valor de ICsg obtido

da literatura menos potente no valor de 30 nM.

4.3.12 Complexo com o ligante M12

O complexo com o ligante M 12 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma interacdo cation-pi, quatro intera-
coes sigma-pi, uma interacdo empilhamento-T, duas interacdes alquila e sete interacdes

alquila-pi, como € mostrado na Figura 4.14.

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,25 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,99 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,01 A) entre a hidroxila do grupo etanol
(R4) com um oxigénio do residuo ASP344;

+ Uma interagdo do tipo cétion-pi (4,97 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Quatro interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel diclo-
rofenil com residuo THR334, anel pirimidina com residuos LEU267 e LEU389);

* Uma interacdo do tipo Empilhamento-T (anel piridina com residuo TYR272);
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Figura 4.13: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

MI11 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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* Duas interagdes do tipo alquila (grupo metila com residuos LEU267 e VAL275);
* Sete interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel pirimi-
dina com residuo ALA288, anel piridina com residuos ALA288 e LEU389, anel

diclorofenil com residuos LY S290 e VAL318, anel benzeno com residuo LEU267).

Com a substituicdo do grupo etanol na posi¢do R4, este substituinte apresentou uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo ASP344, pois o etanol possui sua extremidade pola-
rizada na hidroxila.

Uma vez que o complexo apresentou trés ligacdes de hidrogénio fortes, ele obteve
uma energia de interagio intermolecular de —53,84 kcalmol ™! (aproximadamente igual
ao valor do substituinte metanol na posi¢ao R3, do complexo MO01). Por outro lado, este

complexo apresentou um valor de ICs, obtido da literatura de 8,2 nM.

4.3.13 Complexo com o ligante M13

O complexo com o ligante M 13 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma interagao cation-pi, duas interagdes
sigma-pi, duas interagdes alquila e sete interacdes alquila-pi, como € mostrado na Figura

4.15.

e Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,13 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,88 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,72 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interagdo do tipo cétion-pi (4,87 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Duas interacdes do tipo sigma-pi (residuo VAL275 com anel piridina e residuo
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Figura 4.14: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante

MO1 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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LEU389 com anel pirimidina);
* Duas interacdo do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);
* Sete intera¢des do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel pirimidina com os residuos LEU267 e
ALA288, anel diclorofenil com o residuo LYS290, anel benzeno com o residuo

LEU267).

Com a substituicdo da amina na posi¢ao R4, este grupo ndo apresentou qualquer liga-
¢do de hidrogénio com os residuos de proteina, apesar da natureza polar do grupo amina.
Uma vez que o complexo apresentou duas ligacdes de hidrogénio fortes e uma liga-
cdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacio intermolecular no valor de
—47.47 kcalmol ™! (sendo mais favordvel que o valor do substituinte amina na posi¢do
R3, do complexo MO0S5). Consequentemente, o complexo obteve uma boa poténcia de

inibi¢do, apresentando um valor de ICs obtido da literatura de 2,3 nM.

4.3.14 Complexo com o ligante M14

O complexo com o ligante M 14 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou quatro ligacdes de hidrogénio, uma interagao cation-pi, trés inte-
racOes sigma-pi, duas interacdes alquila e seis interagdes alquila-pi, como é mostrado na

Figura 4.16.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,51 A) entre o oxigénio do grupo aceta-
mida (R4) com o hidrogénio do residuo GLY268;

» Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,14 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,88 A) entre o hidrogénio do grupo

amina com um oxigénio do residuo MET337;
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Figura 4.15: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

M13 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,72 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interacdo do tipo cation-pi (4,86 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Trés interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel pirimi-
dina com residuos LEU267 e LEU389);

* Duas interacdo do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);

 Seis interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALLA288 e LEU389, anel pirimidina com o residuo ALA288, anel

diclorofenil com o residuo LYS290, anel benzeno com o residuo LEU267).

Com a substitui¢do do grupo acetamida na posi¢do Ry, este substituinte apresentou
uma ligacdo de hidrogénio com o residuo GLY268, pois este grupo possui uma extremi-
dade polarizada na cetona.

Uma vez que o complexo apresentou trés ligagdes de hidrogénio fortes e uma liga-
cdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacdo intermolecular de —50,88
kcalmol ~! (sendo mais favorével que o valor do substituinte acetamida na posicdo R3, do
complexo M06). Consequentemente, este complexo apresentou um valor de ICsg obtido

da literatura de 4,8 nM.

4.3.15 Complexo com o ligante M15

O complexo com o ligante M15 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou quatro ligacdes de hidrogénio, uma interag¢do cation-pi, duas intera-
coes sigma-pi, duas interacdes alquila e oito interacdes alquila-pi, como € mostrado na

Figura 4.17.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,51 A) entre o oxigénio do grupo cloro-

acetamida (R4) com o hidrogénio do residuo GLY268;
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Figura 4.16: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante

M14 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,14 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,86 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,74 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

* Uma interacdo do tipo cation-pi (4,88 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Duas interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel pirimi-
dina com residuo LEU389);

* Duas interagdo do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);

* Oito interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel pirimidina com os residuos LEU267 e
AL A288, anel diclorofenil com os residuos LYS290 e VAL318, anel benzeno com

o residuo LEU267).

Com a substituicdo da cloroacetamida na posi¢do R4, este substituinte apresentou uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo GLY?268, pois este grupo possui uma extremidade
polarizada na cetona.

Uma vez que o complexo apresentou trés ligacdes de hidrogénio fortes e uma liga-
cdo de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacdo intermolecular de —51,66
kcalmol ™! (préximo ao valor do substituinte acetamida, do complexo M14). Por outro

lado, este complexo apresentou um valor de ICsg obtido da literatura de 7,6 nM.

4.3.16 Complexo com o ligante M16

O complexo com o ligante M16 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo

da proteina, apresentou quatro ligacdes de hidrogénio, uma interagdo cation-pi, quatro
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Figura 4.17: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M15 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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interacoes sigma-pi, duas interacdes alquila e seis interagdes alquila-pi, como € mostrado

na Figura 4.18.

e Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,20 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,16 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,74 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

e Uma ligacao do tipo hidrogénio-pi (3,33 A) entre o hidrogénio do grupo amina com
o residuo PHE336;

* Uma interacdo do tipo cdtion-pi (4,92 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Quatro interacdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel piri-
midina com residuos LEU267, ALA288 e LEU389);

* Duas interagdo do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);

* Seis interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel diclorofenil com os residuos LYS290 e

VAL318, anel benzeno com o residuo LEU267).

Com a substitui¢ao de 3-aminopropanamida na posi¢do R4, este grupo ndo apresentou
qualquer ligacdo de hidrogénio com os residuos de proteina, apesar deste substituinte
possuir extremidades polarizadas.

Uma vez que o complexo apresentou duas ligagdes de hidrogénio fortes e duas liga-
coes de hidrogénio fracas, ele obteve uma energia de intera¢do intermolecular no valor
de —51,34 kcalmol ! (préximo ao valor dos substituintes derivados de amida na posi¢io
R4). Consequentemente, o complexo apresentou um valor de ICsg obtido da literatura de

4,7 nM.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 67

Figura 4.18: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
M16 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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4.3.17 Complexo com o ligante M17

O complexo com o ligante M 17 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo da
proteina, apresentou seis ligacdes de hidrogénio, uma interacdo cétion-pi, trés interagdes

sigma-pi e seis interagdes alquila-pi, como € mostrado na Figura 4.19.

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,22 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

« Uma ligagdo de hidrogénio convencional (2,80 A) entre uma hidroxila do grupo
3-aminopropano-1,2-diol (R4) com um hidrogénio do residuo ASN341;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,97 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,74 A) entre uma hidroxila do grupo
3-aminopropano-1,2-diol (R4) com um oxigénio do residuo ASP344;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,70 A) entre outra hidroxila do grupo
3-aminopropano-1,2-diol (R4) com um oxigénio do residuo ASP344;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,69 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interagdo do tipo cition-pi (4,84 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Trés interacdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel dicloro-
fenil com residuo THR334, anel pirimidina com residuo LEU389);

* Seis intera¢des do tipo alquila-pi (anel piridina com os residuos ALA288 e LEU389,
anel pirimidina com os residuos LEU267 e ALA288, anel diclorofenil com o resi-

duo LYS290, anel benzeno com o residuo LEU267).

Com a substitui¢do de 3-aminopropano-1,2-diol na posicdo Ry, este grupo apresentou
trés ligagdes de hidrogénio fortes, pois este substituinte possui duas extremidades polari-

zadas nas hidroxilas.
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Uma vez que o complexo apresentou cinco ligagdes de hidrogénio fortes e uma ligacao
de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interag@o intermolecular bastante favordvel
no valor de —64,65 kcalmol~!. Da mesma forma, este complexo apresentou um valor de
IC5q obtido da literatura no valor de 2,3 nM, resultando num potencial de inibi¢do bastante

favoravel.

4.3.18 Complexo com o ligante M18

O complexo com o ligante M18 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou cinco liga¢des de hidrogénio, uma interacdo cation-pi, duas inte-
racdes sigma-pi, duas interacOes alquila e oito interagdes alquila-pi, como é mostrado na

Figura 4.20.

« Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,89 A) entre um metanal do grupo R4
com o hidrogénio do residuo GLY268;

e Uma ligacao de hidrogénio convencional (2,16 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,01 A) entre uma amina do grupo Ry
com um oxigénio do residuo ASP344;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,95 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,73 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

e Uma interacao do tipo cation-pi (4,89 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogeé-
nio do residuo LY S290;

* Duas interagdes do tipo sigma-pi (anel piridina com residuo VAL275, anel pirimi-
dina com residuo LEU389);

* Duas interagdo do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);
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Figura 4.19: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
M17 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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* Oito interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel pirimidina com os residuos LEU267 e
ALA288, anel diclorofenil com os residuos LYS290 e VAL318, anel benzeno com
o residuo LEU267).

Com a mudanga de grupo substituinte na posicao Ry, este substituinte apresentou duas
ligacdes de hidrogénio fortes, devido as extremidades polarizadas presentes neste grupo.
Visto que o complexo apresentou quatro ligagdes de hidrogénio fortes e uma ligacao
de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacio intermolecular favoravel no valor
de —57,77 kcal mol~!. Por outro lado, este complexo apresentou um valor de 1Csg obtido
da literatura no valor de 12 nM, indicando num baixo potencial de inibi¢do, com relagao

ao complexo MO1.

4.3.19 Complexo com o ligante M19

O complexo com o ligante M19 calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou seis ligacdes de hidrogénio, uma interac@o cation-pi, quatro inte-
racOes sigma-pi, duas interacdes alquila e seis interagdes alquila-pi, como é mostrado na

Figura 4.21.

* Uma ligacio de hidrogénio convencional (2,54 A) entre o metanal do grupo R4 com
o hidrogénio do residuo GLY268;

* Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,19 A) entre um nitrogénio do anel piri-
midina com o hidrogénio do residuo MET337;

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (1,93 A) entre o hidrogénio do grupo
amina com um oxigénio do residuo MET337;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,93 A) entre um hidrogénio do anel pi-
perazina (R4) com um oxigénio do residuo TYR339;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,76 A) entre a metila do anel piperazina
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Figura 4.20: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
M18 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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(R4) com um oxigénio do residuo GLU348;

* Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,79 A) entre o hidrogénio do anel piri-
midina com um oxigénio do residuo GLU335;

« Uma interagdo do tipo cation-pi (4,89 A) entre o anel diclorofenil com um nitrogé-
nio do residuo LY S290;

* Quatro interagdes do tipo sigma-pi (anel benzeno com residuo LEU267, anel piri-
dina com residuo VAL275, anel diclorofenil com residuo THR334, anel pirimidina
com residuo LEU389);

* Duas intera¢do do tipo alquila (grupo metila com os residuos LEU267 e VAL275);

* Seis interacdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo TYR272, anel piridina
com os residuos ALA288 e LEU389, anel pirimidina com os residuos LEU267 e

ALA288, anel diclorofenil com o residuo LY S290).

Com a substituicdo de 4-metilpiperazina-1-carbaldeido na posicdo R4, este substi-
tuinte apresentou uma liga¢do de hidrogénio forte e duas ligacdes de hidrogénio fracas
com os residuos de proteina, devido as extremidades polarizadas presentes neste grupo.

Visto que o complexo apresentou trés ligacdes de hidrogénio fortes e trés ligacdes de
hidrogénio fracas, ele obteve uma energia de interagcdo intermolecular no valor de —53,48
kcalmol~!. Consequentemente, este complexo apresentou um valor de ICsy obtido da
literatura no valor de 3,6 nM, indicando num bom potencial de inibi¢do, com relacio ao

complexo MOI.

4.3.20 Complexo com o ligante IMB

O complexo com o ligante imatinibe calculado com o DockThor, no local do sitio ativo
da proteina, apresentou quatro ligagdes de hidrogénio, duas interagdes sigma-pi, uma
interacdo empilhamento-T, quatro interacdes alquila e uma interacao alquila-pi, como é

mostrado na Figura 4.22.



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO 74

Figura 4.21: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante

M19 em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (3,02 A) entre um hidrogénio do anel pi-
rimidina com um oxigénio do residuo ASP344;

« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,91 A) entre a metila do anel piperazina
com um oxigénio do residuo GLU305;

e Uma ligac@o do tipo hidrogénio-carbono (2,87 A) entre a metila do anel piperazina
com um oxigénio do residuo GLU305;

* Uma ligagdo do tipo hidrogénio-carbono (2,54 A) entre um hidrogénio do anel pi-
perazina com um oxigénio do residuo THR334;

* Duas intera¢des do tipo sigma-pi (anel metil-benzeno com residuo LEU267, anel
benzeno com residuo LEU389);

* Uma interacdo do tipo Empilhamento-T (anel benzeno com residuo TYR272);

* Quatro interacdo do tipo alquila (anel piperazina com os residuos VAL275, ALLA288,
LYS290 e VAL318);

* Uma interacdo do tipo alquila-pi (anel benzeno com o residuo ALA288).

Uma vez que o complexo com o ligante imatinibe apresentou quatro liga¢des de hi-
drogénio fracas, ele obteve uma energia de interagdo intermolecular no valor de —43,20

kcalmol L.

4.3.21 Complexo com o ligante DSB

O complexo com o ligante desatinibe calculado com o DockThor, no local do sitio
ativo da proteina, apresentou duas ligacdes de hidrogénio, duas interacdes sigma-pi, uma
interacdo enxofre-pi, seis interacoes alquila e sete interacdes alquila-pi, como é mostrado

na Figura 4.23.

 Uma ligacdo de hidrogénio convencional (2,51 A) entre o hidrogénio do grupo

amina com o oxigénio do residuo MET337;
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Figura 4.22: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
imatinibe em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.

(A)

) ASP344

IMB

LU305

(B)

Interagbes
[]Ligagao de Hidrogénio Convencicnal [JAkquila
- Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:I Alguila-Pi

- Empilhamento-T

Fonte: Autoria propria, 2022.
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« Uma ligacdo do tipo hidrogénio-carbono (2,66 A) entre um hidrogénio do anel pi-
perazina com um oxigénio do residuo THR338;

« Uma interagdo do tipo enxofre-pi (5,02 A) entre o anel cloro-metilfenil com o en-
xofre do residuo MET3009;

* Duas interacdes do tipo sigma-pi (anel tiazol com residuo LEU267, anel cloro-
metilfenil com residuo THR334);

* Seis interagdes do tipo alquila (cloro com os residuos ALA288, VAL275 e LYS290,
grupo metila com os residuos ALA399, VAL318 e LEU389);

» Sete interagdes do tipo alquila-pi (grupo metila com residuo PHE401, anel tiazol
com os residuos VAL275, ALA288 e LEU389, anel metilpirimidina com o residuo

LEU267, anel cloro-metilfenil com os residuos LY S290 e VAL318).

Uma vez que o complexo com o ligante desatinibe apresentou uma ligacao de hi-
drogénio forte e uma ligacdao de hidrogénio fraca, ele obteve uma energia de interacao

intermolecular no valor de —41,93 kcal mol 1.

4.3.22 Discutindo as interacoes hidrofobicas

De acordo com a andlise das intera¢des intermoleculares obtidas com o DockThor,
observou-se que a maioria dos complexos de MO1 até M19 apresentou interacdes hidro-
fobicas do tipo sigma-pi, alquila e alquila-pi (ver Tabela 4.4) com os mesmos residuos
de proteina (LEU267, LEU389, VAL275, VAL318, ALA288 e TYR272), conforme Ta-
bela 4.2. Logo, ja era esperado que esses ligantes atuassem na mesma regido do sitio
ativo da proteina, pois essas moléculas sdo todas homdlogas. Portanto, estes residuos sao
fundamentais para o reconhecimento molecular no local do sitio ativo da proteina.

Devido as interagdes hidrofébicas se comportarem de forma semelhante com todos os
complexos ligantes, interagindo somente com a por¢ao homéloga dos mesmos, as dife-

rencgas entre essas interagdes para os derivados de PD166326, exerceram pouca influéncia
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Figura 4.23: Representacdo das interacOes intermoleculares no complexo com o ligante
desatinibe em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.

(A)

VAL
A:318
ALA
A:399
MET PHE
, LEU :
Ai337 A:389 W

Interagbes

[ Ligag 3o de Hidrogénio-Carbono [ Enxofre-Pi

I:I Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:I Alguila

B sigma-Pi [ Aiquia

Fonte: Autoria propria, 2022.
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no potencial de inibi¢do de cada molécula.
Como nao houveram interacdes hidrofébicas nos grupos substituintes das posi¢oes R3
e R4 (com excec¢ao do ligante M03), sugere-se que esse local do sitio ativo da proteina

seja mais acessivel ao solvente.

4.3.23 Discutindo as interacoes eletrostaticas com anéis aromaticos

O anel diclorofenil interagiu com o residuo LYS290 em quase todos os complexos
ligantes analisados. Como as moléculas sdo todas homdlogas, ja era esperado que elas
atuassem na mesma regido do sitio ativo da proteina.

Os complexos com os ligantes de MO1 até M19 que apresentaram uma interacdo do
tipo cation-pi com o residuo LY S290, obtiveram energia de ligacdo (score) mais favoravel,
como € mostrado na tabela 4.4. Por outro lado, os ligantes que realizaram intera¢des do
tipo anion-pi com o residuo ASP344, apresentaram energia de ligagdo menos favoraveis.
Portanto, o residuo LYS290 é fundamental para o reconhecimento molecular no local do

sitio ativo.

4.3.24 Discutindo as ligacoes de hidrogénio

A andlise das interagdes intermoleculares no local do sitio ativo da proteina foi ba-
seada nos vdrios tipos de interacdes intermoleculares envolvidos. Devido a vantagem na
forca das ligacOes de hidrogénio (com relacdo as demais interagdes intermoleculares),
elas exerceram maior influéncia para uma melhor interagdo do ligante no local do sitio
ativo da proteina.

Analisando as intera¢des intermoleculares obtidas no DockThor para os complexos de
MOT1 até M 19, percebeu-se que o anel pirimidina e o grupo amina da molécula dos ligantes
apresentou ligacoes de hidrogénio apenas com o residuo MET337, enquanto o hidrogé-

nio da pirimidina apresentou ligacdes de hidrogénio somente com o residuo GLU335.
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Portanto, ja era esperado que esses ligantes atuassem na mesma regido do sitio ativo da
proteina, pois essas moléculas sdo homodlogas.

De acordo com a Tabela 4.2, os ligantes de MO1 até M19 que interagiram com ambos
os residuos MET337 e GLU335, apresentaram energias de interacdo intermolecular mais
favordveis, enquanto os ligantes que ndo interagiram com ambos ou nenhum desses resi-
duos, apresentaram energias menos favoraveis. Portanto, os residuos MET337 e GLU335
mostraram-se fundamentais no reconhecimento molecular do sitio ativo da proteina.

Analisando as ligagdes de hidrogénio (Tabela 4.3) de todos os complexos, de MO1
até M19, juntamente com suas energias de interacdo intermolecular (ver Tabela 4.1),
observou-se que os substituintes com a maior quantidade de extremidades polarizadas
apresentaram uma quantidade maior de ligagdes de hidrogénio, obtendo energias de in-
teracdo intermolecular mais favordveis. Enquanto os grupos substituintes apolares nao
apresentaram ligacdes de hidrogénio, resultando em energias de interacao intermolecular
menos favordveis.

Todos os compostos moleculares analisados neste trabalho (com excecao dos ligantes
MO03, M05, M06, M09 e M10), apresentaram energias de interacao intermolecular mais
favordveis que os inibidores imatinibe e desatinibe. Portanto, os resultados sugerem que
a maior parte dos derivados de pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona analisados neste trabalho,
obtiveram melhor potencial de inibi¢ao para o Bcr-Abl tirosina quinase que os inibidores
imatinibe e desatinibe.

Portanto, os resultados sugerem que os compostos moleculares M04, MO8 e M 17 obti-
veram a melhor poténcia de inibicao entre todos os derivados de pirido[2,3-d]pirimidina-
7-ona, indicando que estes compostos sdo potenciais candidatos a medicamento para o
tratamento da LMC.

Os resultados obtidos neste trabalho para os compostos com a melhor poténcia de
inibicao (ligante M04, M08 e M17) estdo proximos dos resultados obtidos da literatura,

que indicam a molécula MO8 com a melhor poténcia de inibicao entre os derivados de
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pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona, conforme é mostrado no grafico da Figura 4.24.

Figura 4.24: Gréfico mostrando o comportamento dos valores de score e ICs( para todos
os ligantes analisados.
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Tabela 4.2: Representacio da quantidade por tipo de aminodcido, para cada ligante analisado por docking.

Principais aminoacidos por ligante

2
: 7553353558 §88253223%3¢
<4 < 2 O U U0 U U E F & H Q@ €< 2 2 »F 7 < H
M01 -1043 28 —- — 02 0l - — — — — 0 — — 02 — 03 02 02 01 02 o0l
M02 -10,36 26 — — 02 01 - — — — — — — — 02 — 02 02 01 - 02
MO3 -919 2 - - 0 - - —-— — 0 - — — — — 01 03 02 01 — 01 01
M04 -10,67 49 - — 02 0l —-— — 03 — — — — — — 02 — 03 02 02 02 01
MO5 873 25 - — — — — — — — — 0 0 - - 01 03 0L 01 - o1 -
MO6 858 5 —-— 0 - —- — — — — 0 - 01 - — — o0 02 — — o1 ol
M07 -10,37 53 — — 02 0l - — — — — — — — 02 — 03 02 02 01 02 oO1
M08 -10,70 1,4 01 o1 02 o0l O — — — — — — — 02 — 02 02 01 — 02 -—
MO -922 13 - — — — — — — —- — — 0 - — 01 02 02 01 - 01 o1
M10 -866 21 - — — — — — — — — — 0 — — 01 03 01 01 — 01 01
M11 -1045 30 - — 02 0l - — — — — — — — 02 — 03 02 02 01 02 01
M12 -10,37 82 —- 0O 02 - — — — — 0 — — — 02 — 03 02 02 Ol 02 02
M13 -10,35 23 - — 02 0l - — — — — — — — 02 — 03 02 02 - 02 ol
M14 -10,39 48 — — 02 01 - — — 0 - — — — 02 — 03 02 02 — 02 01
M15 -1044 76 - — 02 0l - — — 0 — — — — 02 — 03 02 02 01 02 ol
M16 -1045 47 - — 02 01 - — — — — — 01 — 02 — 03 02 02 01 02 o0l
M17 -10,50 2,3 0l 02 02 0l - — — — 0 — — — 02 — 02 02 01 — 02 -—
M18 -10,81 12 — o1 02 0l - —- — O — — — — 02 — 03 02 02 01 02 ol
M19 -10,70 36 —- — 02 0l O — — 0 0l — — 0l 02 — 03 02 02 — 02 01
IMB -10010 - - 0 - —- — — 02 - 0 - — — 01 — 01 01 01 01 02 ol
pDSB -9790 - - — 0 - — — — — 0 0 — — 02 — 02 02 02 02 02 -

“IMB=Imatinibe e ““DSB=Desatinibe.
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Tabela 4.3: Representacao das ligacdes de hidrogénio, obtido com as melhores poses de
docking no DockThor.

Ligacdes de hidrogénio (A) por residuo DockThor

= o

=i = < o 0 < 0 70) ~ ) wn =

58§ £ ¢ 2 2 % £ 2 3 F &8 2 & %

= @ =R e "] R 2R R R R K
&=

o o - == 77) 75 - - - - >

= = = - - T T C R R

MO1 —10,43 2,8 2,13 1,79 - — - - - 277 - - - -
1,85

M02 -1036 2.6 Y 279 - - _
1,89

MO3 -9,19 22 266 -— — 3,59 — — — — - — — _
217 1,77

M04 10,67 4,9 - - - - - - 263161 - - -
1,89

2,81

M0O5 8,73 2,5 — 2,89 — - — — — — — — _ _

M06 858 5 - — 295 — — 28 — — — — — -
2,14

M07 -10,37 5,3 - - - - - 269 - - -
1,88
2,07

M08 —10,70 1,4 1’93 - - - - 1,76 2,81 2,64 — 257 — —

M09 -922 13 — - - - - - - - =

M0 867 21 - - - - — - - - - - —

M1l —10,45 30 5 - 272 - - - =
1,89

M12 -10,37 8,2 2,25 _ — — — 2,01 — — — — _ _
1,99

MI3 -1035 23 2B o.m . - -
1,88
2,14

Ml14 —10,39 4,8 ~ - 251 - - - 272 - - -
1,88

M15 10,45 7,6 214 251 —  —  — 274 — - - -
1,86

M16 —10,45 4,7 220 _ — - 3,33 — - 2,74 — - _ _
2,16
2,22 1,74

M17 -10,50 2,3 - - - - 080 2,69 - - -~
1,97 1,70
2,16

MI18 10,81 12 2 - -~ 28 — 201 — 273 — — — -
1,95
2,19

M19 —10,70 3,6 Loy — 2,54 — - - 279 — 276 — 293

IMB  -10.10 - - — 254 — — 302 — - - - X

2,87
DSB -9,70 — 251 266 — — — — — — — o —  —

“IMB=Imatinibe e ““DSB=Desatinibe.
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Tabela 4.4: Representacdo da quantidade de interacdes intermoleculares de cada ligante,

obtido por docking no DockThor.

Interacoes intermoleculares para cada ligante DockThor

g & g z p— --
= @ @ @ = & & = = A~ BE

= T B 2 e E g S 2 =2 3

B N s & £ = £ £ =

- - - o < n < < = = =
MO1 -10,43 2,8 03 0l — 01 — 04 02 06 - — —
M02 —-10,36 2,6 02 Ol — 01 — 02 06 - — —
MO3 -9,19 22 01 01 - — 01 or 02 05 - — —
M04 -10,67 4,9 04 02 — 01 - 03 02 06 - - -
MO5 873 25 - O — — o0l 02 ol 05 — — —
M06 —8,58 5 0 o1 - — 01 03 - 01 o1 o1 -
MO7 10,37 53 02 0 — o0l — 04 02 06 - — —
MO8 —-10,70 1,4 05 Ol — 01 — 02 - 06 - — —
M09 -9,22 13 - - - - 01 02 01 05 — 01 —
M10 -8,67 21 — — — — 01 or 01 05 — 01 —
M11 -10,45 30 02 0l — 01 — 03 02 07 - — —
M12 -10,37 8,2 03 — — 01 - 04 02 07 - 01 -
MI13 -1035 23 02 O — o — 02 02 07 - — —
M14 —-10,39 48 03 01 — 01 - 03 02 06 - - -
M1s -10,45 7,6 03 01 — 01 - 02 02 08 - — —
Mile —10,45 4,7 02 01 01 01 - 04 02 06 - - -
M17 —-10,50 2,3 05 oI — ol — 03 - 06 — — —
M18 —-10,81 12 04 01 — 01 — 02 02 08 — — —
M19 -10,70 3,6 03 03 — 01 - 04 02 06 - — —
IMB -10,10 — — 04 - — — 02 04 01 — 01 —
DSB 9,70 - 01 o1 - — — 02 06 07 - — 01

“IMB=Imatinibe e ““DSB=Desatinibe.



Capitulo 5

Conclusoes e Perspectivas

Através da anélise do RMSD por redocking, o DockThor conseguiu reproduzir a pose
do ligante co-cristalizado com um nivel de similaridade melhor que o AutoDock Vina,
para o ligante MO1.

Os residuos de aminoacidos LEU267, LEU389, VAL275, VAL318, ALA288, TYR272,
LYS290, MET337 e GLU335 mostraram-se fundamentais para o reconhecimento mole-
cular no local do sitio ativo da proteina. Como as moléculas sdo todas homdlogas, foi
verificado que elas atuam na mesma regido do sitio ativo da proteina.

Os grupos substituintes que possuem maior polaridade apresentaram uma quantidade
maior de ligacdes de hidrogénio, obtendo energias de interagdo intermolecular mais favo-
rdveis, enquanto os grupos substituintes apolares tiveram energias de intera¢do intermo-
lecular menos favoraveis.

O estudo de docking molecular com base na ferramenta DockThor, sugeriu que os
compostos moleculares M04, M08 e M 17 obtiveram a melhor poténcia de inibi¢do entre
todos os derivados de pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona.

Os compostos moleculares com a melhor poténcia de inibi¢cao que foram identificados
neste trabalho (ligantes M04, MO8 e M17) estdo de acordo com os resultados de ICs
obtidos da literatura, que indicam a molécula MO8 com a melhor poténcia de inibi¢ao
entre os derivados de pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona.

Com base nos estudos de docking molecular, este trabalho mostrou que os deriva-
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dos do 2-(fenilamino)pirido[2,3-d]pirimidina-7-ona, sdo potentes inibidores do Bcr-Abl
tirosina quinase, sendo potenciais candidatos ao tratamento da leucemia mieloide cronica.

Os resultados obtidos neste trabalho servem como base para o calculo das energias de
interacdo receptor-ligante através de métodos mais precisos, como os método quanticos,

utilizando a estratégia MFCC, por exemplo.
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Apéndice A

ANEXOS

A.1 Interacoes intermoleculares obtidas no AutoDock Vina

O estudo das interacdes intermoleculares no local do sitio ativo da proteina, que foi
obtido no AutoDock Vina, foi desenvolvido no programa Discovery Studio, baseando-se
na descricao dos diversos tipos de interagdes intermoleculares e nos residuos de proteina
que estdo envolvidos. A partir desse estudo foi possivel observar como acontece o re-
conhecimento molecular para cada ligante analisado, para compreender como ocorre a

seletividade entre estes ligantes.

* O resultado do docking realizado no AutoDock Vina para o complexo com o ligante
MO1, no local do sitio ativo da proteina, apresentou quatro ligacdes de hidrogénio,
uma interagdo cation-pi, uma intera¢ao sigma-pi, duas interacdes alquila e oito in-
teracoes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.1.

* O complexo com o ligante M02 calculado com o AutoDock Vina, no local do sitio
ativo da proteina, apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma interacdo do tipo
cation-pi, uma interacdo do tipo sigma-pi e oito interagdes do tipo alquila-pi, como
€ mostrado na Figura A.2.

* O complexo com o ligante M03 calculado com o AutoDock Vina, apresentou trés
ligacdes de hidrogénio, uma interacio cédtion-pi e onze interagdes alquila-pi, como

€ mostrado na Figura A.3.
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* O complexo com o ligante M04 apresentou sete ligacdes de hidrogénio, uma intera-
¢do do tipo cation-pi e dez interagdes do tipo alquila-pi, como € mostrado na Figura
A4

* O complexo com o ligante MOS5 apresentou trés ligagdes de hidrogénio, uma intera-
cdo cation-pi, uma interagdo sigma-pi e sete interacdes alquila-pi, como € mostrado
na Figura A.5.

* O complexo com o ligante M06 apresentou quatro ligacdes de hidrogénio, uma
interagdo cation-pi, uma interacdo sigma-pi e sete interacdes alquila-pi, como é
mostrado na Figura A.6.

* O complexo com o ligante MO7 apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma intera-
cdo cation-pi, uma interagdo sigma-pi e oito interacdes alquila-pi, como € mostrado
na Figura A.7.

* O complexo com o ligante MO8 apresentou cinco liga¢des de hidrogénio, uma in-
teracdo cdtion-pi, uma interacdo empilhamento-T, trés interacdes alquila e dez inte-
racOes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.8.

* O complexo com o ligante M09 apresentou trés ligacdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cation-pi, uma interacao sigma-pi, duas interagdes alquila e nove interagdes
alquila-pi, como € mostrado na Figura A.9.

* O complexo com o ligante M10 apresentou trés ligagdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cation-pi, uma interacao sigma-pi, duas interagdes alquila e nove interagdes
alquila-pi, como € mostrado na Figura A.10.

* O complexo com o ligante M11 apresentou trés ligagdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cdtion-pi, uma interacdo sigma-pi, duas interacdes alquila e oito interagdes
alquila-pi, como é mostrado na Figura A.11.

* O complexo com o ligante M12 apresentou duas ligacdes de hidrogénio, uma in-
teracdo sigma-pi, uma interacdo enxofre-pi, uma interacdo empilhamento-T e sete

interagdes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.12.
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* O complexo com o ligante M 13 apresentou trés ligagdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cation-pi e nove interacdes alquila-pi, como é mostrado na Figura A.13.

* O complexo com o ligante M14 apresentou duas ligacdes de hidrogénio, uma in-
teracdo sigma-pi, uma interacdo enxofre-pi, uma interacdo empilhamento-T e sete
interacoes alquila-pi, como é mostrado na Figura A.14.

* O complexo com o ligante M 15 apresentou cinco ligagdes de hidrogénio, uma in-
teracdo cdtion-pi, uma interacdo sigma-pi e sete interacdes alquila-pi, como € mos-
trado na Figura A.15.

* O complexo com o ligante M 16 apresentou seis ligagdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cdtion-pi, uma interacdo sigma-pi, duas interacdes alquila e oito interagdes
alquila-pi, como € mostrado na Figura A.16.

* O complexo com o ligante M17 apresentou duas ligacdes de hidrogénio, uma in-
teracdo sigma-pi, uma interagdo enxofre-pi, uma interacao empilhamento-T, quatro
interacdes alquila e oito interacdes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.17.

* O complexo com o ligante M 18 apresentou seis ligacdes de hidrogénio, uma inte-
racdo cétion-pi e dez interagdes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.18.

* O complexo com o ligante M19 apresentou seis ligacdes de hidrogénio, uma in-
teracdo cation-pi, uma interagdo sigma-pi, duas interacdes alquila e dez interagdes
alquila-pi, como é mostrado na Figura A.19.

* O complexo com o ligante Imatinibe apresentou uma ligacdo de hidrogénio, duas
interagdes empilhamento-T, trés interagdes alquila e quatro interagdes alquila-pi,
como € mostrado na Figura A.20.

* O complexo com o ligante Desatinibe apresentou uma ligacdo de hidrogénio, uma
interacao cation-pi, uma interagdo empilhamento-T, quatro interacdes alquila e sete

interagdes alquila-pi, como € mostrado na Figura A.21.
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Figura A.1: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO1, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.

(A)

LEU267

GlLU
A335
Interagdes
- Ligacdo de Hidrogénio Convencional - Sigma-Pi
I:l Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:l Alguila
[ caton-pi [ aguila-pi

Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.2: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO02, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.

(A)

LEU267

LYS290

MO02

Interagdes
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.3: Representacdo das interagcdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO03, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.4: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO04, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.5: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante

MOS5, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
(A) LEU267

Interagdes

- Ligacdo de Hidrogénio Convencional - Sigma-Fi
I:l Ligacio de Hidrogénio-Carbono I:l Alguila-Pi
B cation-pi

Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.6: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO6, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.7: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
MO7, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.8: Representacdo das interagcdes intermoleculares no complexo com o ligante
MOS8, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.



APENDICE A. ANEXOS 103

Figura A.9: Representacdo das interagcdes intermoleculares no complexo com o ligante
M09, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.10: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M10, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.11: Representacdo das interagOes intermoleculares no complexo com o ligante
M11, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.12: Representacio das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M12, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.13: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M13, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.14: Representacdo das interagOes intermoleculares no complexo com o ligante
M14, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Figura A.15: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M135, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.16: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M16, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.17: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M17, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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APENDICE A. ANEXOS 112

Figura A.18: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M18, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Figura A.19: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
M19, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura A.20: Representacdo das interagdes intermoleculares no complexo com o ligante
imatinibe, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da

proteina.
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Fonte: Autoria propria, 2022.



APENDICE A. ANEXOS 115

Figura A.21: Representacio das interagOes intermoleculares no complexo com o ligante
desatinibe, obtido no AutoDock Vina, em 3D (A) e 2D (B), no local do sitio ativo da

proteina.
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