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RESUMO

A Leucemia Mieloide Cronica € uma doenga hematopoiética associada a células estaminais que
se manifesta principalmente com a expansao mielopoese. O cromossomo Philadelphia positivo
PH™ ¢ gerado por uma translocac@o reciproca (9, 22) (Q34, Q11) e pela fusdo entre o gene Abel-
son, essa fusdo codifica e desregula 4 proteina Tirosina Quinase, o suficiente para a iniciacao
e manutencdo da doenca. Inibidores como o Mesilato de Imatinibe revolucionou o tratamento
de pacientes com leucemia mieloide cronica. As mutagdes no dominio de quinase do Ber-Abl,
constituindo o mecanismo mais frequente de resisténcia adquirida para a terapia com inibidores
da tirosina quinase. A mutacdo T3 151 atualmente e maior desafio para manutencdo da Leucemia
mieloide cronica na fase cronica, uma vez que os inibidores de Tirosina Quinase atualmente en-
contrados no mercado sdo incapazes de manté-la na forma controlada. Métodos computacionais
baseados em fragmentos moleculares surgiram como uma nova estratégia para a descoberta de
farmacos. Foi usado o programa LigBuilder para fazer geragao das novas moléculas candidatas
a farmacos, usando dois métodos o Grow e Linker, as moléculas foram selecionadas por meio
de docking com programa Glide da suite Maestro em cada mutagdo selecionadas da tirosina
quinase, usando os melhores Gscores, para cada mutagdo, posteriormente foram submetidas ao
programa QikProp, que tem a funcdo comparar as moléculas com banco de dados de farmacos
conhecidos. No ultimo passo, é feito o estudo do docking das moléculas selecionas no sitio
usando os protocolos de Induced Fit docking, que realiza o docking flexivel-flexivel, ou seja,

ligante flexivel e sitio de ligacao da proteina flexivel.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia Mieloide Cronica. Tirosina Quinase. Docking de

Fragmentos.



ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia is associated with hematopoietic stem cell disorder that manifests
itself primarily with myelopoiesis the expansion. The Philadelphia chromosome positive PH is
generated by a reciprocal translocation (9, 22) (q34, ql11), and by the merger of the Abelson
gene fusion that encodes and deregulates quinase Tyrosine protein enough for the initiation and
maintenance of disease. Tyrosine quinase provides a therapeutic target, which used to inhi-
bition of this protein Known as tyrosine Quinase. Inhibitors such as Imatinibe mesylate has
revolutionized the treatment of patients with chronic myeloid leukemia. Mutations in domain
quinase Bcr-Abl, constituting the most frequent mechanism acquired resistance to therapy with
tyrosine quinase. The T3151 mutation and currently biggest challenge for maintenance of chro-
nic myeloid leukemia in chronic phase, since inhibitors of tyrosine Quinase currently found on
the market are unable to it maintaining it in a controlled manner, leading the patient achieved.
Methods based on fragment docking emerged as a new strategy for drug discovery. evaluating
all possible input locations and connecting the inhibitor and protein, and thus may provide a
new molecule will be able to make effective inhibition. The docking studies are divided into
three parts. At first, the fragments are placed to interact within the possible interaction sites.
In the second step, the molecules are created from the best fragments which interacted with a
particular website. In the last step, the study of molecules created in the docking site using the
protocols of Induced Fit Docking which performs flexible, flexible docking ie flexible linker
protein is made flexible. KEYWORDS:

KEYWORDS:Chronic Myeloid Leukemia. Tyrosine Quinase. docking of fragments
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1 INTRODUCAO

As primeiras descri¢cdes conhecidas de cinceres apareceram em sete papiros, desco-
bertos e decifrados no final do século X1X. O documento se refere aos povos Egipcios, escrito
por volta de 1600 aC. Os documento relatam que os egipcios ja diferenciavam o cancer benigno
do cancer maligno. Os tratamentos eram baseados na farmacologia conhecida da época: ci-
rurgias e algum tipo curandeirismo. A denominacdo da palavra ’cancer”foi atribuida ao grego
Hipdcrates, a palavra deriva do grego “karkinoma”(carcinoma) por causa de um tumor que se

parecia com um caranguejo (karkinoma”é a palavra grega para ’caranguejo) ﬂ

O cancer € uma das principais causas de 6bitos na histéria da humanidade. Atualmente,
€ responsavel por 13% das mortes, por ano, em todo o mundo. Nas ultimas décadas, o cancer
tornou-se um problema de saide publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
estima que, no ano 2030, terd 27 milhdes de pessoas com cancer, com mortalidade de pessoas na
casa dos 17 milhdes, sendo a maior ocorréncia em paises de renda baixa e média. No Brasil, as
previsdes para os proximos anos, sao de 257.870 novos casos para o sexo masculino e 260.640

para o sexo feminino (BOECHAT et al., 2013).

Dentre os diversos tipos de canceres encontrados na literatura, alguns tém papel des-
taque devido a sua complexidade e sua alta incidéncia, entres eles, a Leucemia. A Leucemia
€ uma doeng¢a maligna dos glébulos brancos (leucdcitos), geralmente de origem desconhecida.
Tem como principal caracteristica o acdimulo de células jovens anormais na medula ossea, que
substituem as células sanguineas normais. No Brasil, as estimativas de novos casos sdo de:
11.370, sendo 5.050 homens e 4.320 mulheres e o nimero de mortes: 6.187, sendo 3.277 ho-

mens € 2.910 mulheres. E]

A leucemia Mieloide cronica (LMC) € uma doenca proliferativa do sistema hemato-
poiético, caracterizada pela expansao clonal de uma célula tronco primitiva e pluripotente que

tem a capacidade de se diferenciar em células mieloides (BARBOZA et al., 2000). E uma das

'http://training.seer.cancer.gov/disease/history/. Acesso em: 24, out.2014
Thttp://www.inca.gov.br. Acessado em novembro/2014
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raras neoplasias humanas onde ha lesdo genética especifica (SOVERINI et al., 2011)). A doenca
¢ causada pela fusdao oncogénese Bcr-abl resultante reciproca da translocagdo cromossomica
(9; 22). a ponta desses genes se altera entre eles criando um novo gene quimérico que codifica
proteina tirosina quinase Bcer-Abl responsavel pela LMC, estando presente em mais de 90%
dos adultos diagnosticados com essa malignidade, esse geme hibrido recebe o nome de cro-
mossomo Filadélfia positivo(Ph™)(BAGG, [2002). Constitucionalmente, esses genes Ber e Abl
tem o papel regular atividade da tirosina quinase, entretanto a fosforilacdo desregulada proteina
tirosina quinase influi nas atividades intracelulares como fator de crescimento, diferenciacao

celular, aumentando tempo de sobrevivéncia das células hematopoéticas (RAY et al., 2007).

O Becr-Abl tirosina-quinase € uma quinase constitutivamente ativa que funciona por
ligacdo a ATP e a transferéncia de um grupo fosfato do ATP para residuos de tirosina em
varios substratos, que ativa varias proteinas quinases formando uma cascata induzindo a di-
visdo celular. Esta atividade faz com que o excesso de proliferacdo de células Mieloide, que é

caracteristica da LMC (ZHU; QIAN, [2014).

A LMC pode ser dividida em trés fases: cronica, acelerada e blastica. Atualmente, o
principal tratamento e o mais utilizado por pacientes do mundo inteiro com LMC é Mesilato
de Imatinibe. O farmaco € um inibidor seletivo de tirosina quinase Bcr-Abl sendo que a fun¢ao
do Imatinibe é bloquear ligacdo da ATP tirosina quinase Bcr-Abl, inibindo assim, a atividade
da quinase. (ZHU; QIAN, 2014). Devido a alguns fatores como a intolerancia ao medica-
mento e mutacdes envolvendo a tirosina quinase foi lan¢cados no mercado a segunda linha de
inibidores de tirosina quinase (TKI), os principais inibidores sdo: Dasatinibe, Nilotinibe e Po-
natinibe. Esses farmacos t€ém demonstrado eficicia no controle de algumas mutacdes resistente

ao tratamento de primeira linha (HAMERSCHLAK et al., 2014).
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2 Revisao da Literatura

Embora a histéria da Leucemia inicialmente tivesse poucos personagens principais, a

sua descoberta nao podia ser atribuida a um tnico personagem.

2.1 CONTEXTO HISTORICO

Em 1825, a literatura francesa descreve um caso de uma mulher de 63 anos de idade,
que em sua autdpsia foi encontrado um grande aumento no tamanho do baco e do figado; o baco
era vinte vezes maior que o normal e seu sangue era grosso, descrito como mingau mais pare-
cido com pus e até esse momento nenhum nome foi atribuido a doenga. John Hughes Bennett
que estudou em Paris com Paulo Donnea, o fundador da microscopia clinica francesa, observou,
em 1839, outro caso de uma mulher de 44 anos que morreu com abrupto aumento no bago e
figado e seu sangue contendo mais da metade das células que pareceram ser ”glébulos bran-
cos”. Em Novembro de 1844, um segundo paciente, um homem de 28 anos, com caracteristicas
semelhantes foi admitido no hospital sob os cuidados do Sir Robert Christison, convencido de
que o estado patoldgico interno era semelhante nos dois pacientes. Ele previu um desfecho
fatal, como provou ser o caso em algumas semanas depois. Bennett, que havia se interessado
pelo caso, pediu permissdo para realizar uma autdpsia, e seu relatério foi publicado no dia 19
de marco, no Jornal Médico de Edinburgh. O titulo de seu artigo era “caso de hipertrofia do
baco e do figado em que a morte decorreu de supuracao de sangue no ano de 1847, (GEARY,

2000).

Em 1870, Ernst Neumann suspeita que a medula dssea seja um importante local para
formacdo das células sanguineas, quando observou uma autdpsia em um paciente que morreu
de leucemia, contatou que medula dssea desse paciente apresentava uma cor muito diferente da

medula éssea de um individuo saudavel. A aparéncia da medula do leucémico era de cor verde
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indo para amarelo “sujo”(MAELE, 2011).

Figura 2.1 — - Autopsia de um paciente com sintomas de LMC, realizada no inicio século X1X.

Fonte: (THOMAS, 2013)

No mesmo ano de 1847, Robert Virchow, um graduado com 24 anos de idade da Fa-
culdade de Medicina do Exército de Berlim, estudando a patologia de flebite, encontrou seu
primeiro caso de leucemia Mieloide cronica (LMC). Uma mulher de 50 anos foi admitida
no Hospital em Berlim queixando-se de fadiga, hemorragias nasais e inchaco das pernas e
abdomen. Apds sua morte cerca de quatro meses depois, Virchow realizou a autdpsia e obser-
vou que houve alargamento do baco. Em todos os lugares nos vasos sanguineos uma massa
muito parecida com pus foi encontrada”. Seu relato acerca desse caso foi publicado apenas
cinco semanas depois Bennett. Virchow, entretanto, descreveu os nicleos das células predomi-
nantes no seu caso como tendo varias formas”. Virchow percebeu que poderia ter varios tipos
de leucemia; ele usou o termo ”Weisses Blut” para descrever a aparéncia incomum do sangue de
seus pacientes e a inversao de propor¢ado habitual de vermelho de células brancas ou incolores.
Virchow relatou o seu segundo caso e pela primeira vez usou o nome “leukdmie”(leucemia)

(0o nome leucemia ¢ uma combinacdo das palavras gregas “leukos”’e “"Heima”, que significa



’sangue branco”) (THOMAS, [2013;|CLARKSON et al., 2003)
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Figura 2.2 — - Cronograma dos principais fatos histéricos da LMC.

Fonte:( HUNTERI, m

No entanto, em 1868, Ernst Christian Neumann (1834-1918), um patologista alemao,
propds o conceito de que as células do sangue sdo formados na medula dssea e que alguns casos
de leucemia se originavam originado na medula dssea, € nao no bagco. Subsequentemente, Neu-
mann publicou um extenso artigo sobre a diferenca celular e os componentes da medula 6ssea,
O que ele considerava ser o local ”célula ancestral”, o que da origem as células sanguineas. Paul
Ehrlich mais tarde (1880), classificou como leucemias em subtipos Mieloide e linfoide e endos-

sando a no¢@o de uma célula-tronco comum que deu origem as linhagens celulares (TEFFERI
2008).

Nos anos de 1970 a 1980, a investigagdo de retrovirus levou a grandes avangos na
compreensdo das malignidades humanas. Estes estudos revelaram que as mutagdes em genes
celulares normais podem ser oncogenizﬂ Por exemplo, o Virus da leucemia murina do Abel-
son (Abl), inicialmente descrito no ano de 1970, levou a identificacio do gene v-Abl, c-abl.
Reconheceu-se que c-Abl, que normalmente reside no braco longo do cromossomo 9, e se
transloca para o braco do cromossomo 22 nos pacientes com leucemia mieloide cronica. Como

os pontos de quebra no cromossomo sao agrupados em um regido relativamente pequena, esta

'Oncogene é a denominacio dada aos genes relacionados com o surgimento de tumores, sejam malignos ou
benignos, bem como genes que quando deixam de funcionar normalmente, transformam uma célula normal numa
célula cancerosa
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regido recebe o nome de regido Breakpoint Cluster Region (Ber) (DRUKER, 2008; HUNTER,
2007)).

Houve Pouco progresso na compreensdo LMC até o advento do caridtipo de alta
resolucao o que permitiu que Peter Nowell e David Hungerford, em 1960, identificassem uma
anormalidade cromossdmica consistente nas explosdes Mieloide, isto €, uma pequena troca nas
extremidades dos cromossomos, que ficou conhecido como o cromossomo Philadelphia. Dez
anos depois, Janet Rowley, usando uma técnica recém-desenvolvida, cromossomo de banda-
gem, deduziu que de fato € devido a uma translocacdo reciproca (9; 22) (q34; q11), em que a
extremidade do brago longo do cromossomo 9 esté se transferindo para a ponta do brago longo

do cromossomo 22 (HUNTER, [2007) (VERFAILLIE et al., 2011).

9
22

A

Figura 2.3 — - Translocagdo entre os cromossomos 9 e 22 BCR-ABL.
Fonte: (NOWELL, 2007)).

2.2 FASES DA DOENCA

A doenga € comumente diagnosticada por acidente e muitos pacientes procuram aten-
dimento médico por outros motivos ou até mesmo em exames de rotinas como hemogramas ou

checkup, evidenciando o cardter silencioso da primeira fase da neoplasia a fase cronica (HA-

MERSCHLAK et al.,[2014).
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2.2.1 Fase cronica

No inicio da doenca, a primeira fase, é conhecida como a fase cronica (FC), caracteri-
zada por uma excessiva proliferacdo da linhagem mieloide aparentemente “benigna”, de 20% a
40% dos pacientes sdo assintomaticos, principalmente no inicio da fase cronica. Com o passar
dos meses ou até de anos comecam a aparecer sintomas como fadiga, fraqueza, dores de cabeca,
irritabilidade, febre, suor noturno e perda de peso, como mostrado na figura [2.4] os principais

sintomas associados a esta fase (BAGG,[2002)).

A doenca € comumente diagnosticada por acidente e muitos pacientes procuram aten-
dimento médico por outros motivos ou até mesmo em exames de rotinas como hemogramas ou
checkup, evidenciando o carater silencioso da primeira fase da neoplasia a fase cronica (HA-

MERSCHLAK et al.,[2014).

Clinicamente a FC é muito bem definida, suas caracteristicas sao de esplenomegaliaﬂ
volumosa, hepatomegalia e leucocitose havendo aparecimento de células granulociticas imatu-
ras como mieloblasto, promieldcito, mieldcito e metamieldcito. A maioria dos pacientes t€m
basofilia e eosinofilia. Pode haver discreto aumento de mondcitos, ocasionalmente, mesmo
com esses fatores bem definidos ainda é comum o diagnostico errado na fase inicial, podendo

ser confundida com outro tipo de leucemia ou até mesmo com uma infec¢cao desconhecida

(BRECCIA; ALIMENA| 2010).

2.2.2 Fase acelerada

A segunda fase, seguindo o roteiro tragado pela doenga, é seguida por uma perda pro-
gressiva da diferenciagdo celular, sendo conhecida como fase acelerada (FAC). Mesmo nos dias
atuais, a definicao e os critérios para definir exatamente essa fase sdao variados. O critério mais
usado em todo mundo € da Organizacdo Mundial de Satde e seus parametros sdo: entre 10
e 19% mieloblastos no sangue ou na medula 0ssea, >20% basofilos no sangue ou na medula

Ossea, contagem de plaquetas menor que 100.000, sem relagdo com a terapia, contagem de

%A esplenomegalia, também denominada megalosplenia, consiste no aumento do volume do bago; que normal-
mente pesa 150 g e tem até 13 cm de comprimento em seu maior eixo. A esplenomegalia pode ser causada por
diversos motivos
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Sintomas comuns da leucemia
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Figura 2.4 — - Principais sintomas atribuidos a LMC.
Fonte: (MALONEY| [1987)

plaquetas acima de 1.000.000, ndo respondendo a terapia, evolucdo citogenética com novas
anormalidades em adi¢do ao PH™, aumento da esplenomegalia ou da contagem de leucdcitos,
nao respondendo a terapia, O paciente é considerado na fase de aceleracdo se algum destes
critérios acima estiver presente. A fase de aceleracao € significativa, porque seus sinais repre-
sentam que a doenca estd evoluindo para uma transformacao para crise blastica (TEFFERI et

al.l 2007) (ESFAHANI et al., 2007).

2.2.3 Crise blastica

Seguindo a trajetoria da LMC, a terceira e ultima etapa fechando seu ciclo, € conhecida
como crise blastica (CB). A crise bldstica possui todos 0s sintomas e caracteristicas da leucemia
Mieloide aguda ou da leucemia linfoide aguda. Reconheceu-se, ha algumas décadas, que uma
melhor defini¢do das caracteristicas clinicas e hematoldgicas da fase terminal desta doenca
era necessdria, porque a avaliacdo dos quimioterépicoﬂ para o tratamento exigiu uma melhor
defini¢do das suas caracteristicas. Dos pacientes que entravam nessa fase 75% morreram no

prazo de seis meses (SILVER| [2009).

A mudanca de estagio € provavelmente devido ao acimulo de anormalidades molecu-

30 termo quimioterapia refere-se ao tratamento de doengas por substincias quimicas que afetam o funciona-
mento celular
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lares, que levam a uma perda progressiva da capacidade de diferenciacao celular, esse fato €
devido a um residual da doenca, mesmo que paciente em fase cronica entre no estdgio de re-
missao completeﬁ da doenga, ainda fica uma por¢ao minima de células leucémicas (DRUKER,

2008).

A Crise Blastica € o quadro mais fécil de identificar, a OMS determina que se con-
sidere CB quando o numero de blastos estiver acima de 20%. Pacientes com blastos entre
20% e 29% tem resposta citogenética e sobrevivéncia significativamente melhores que pacien-
tes com numero de blastos 30%. As classificacdes geralmente nao distinguem entre CB linfoide
ou Mieloide, mas esta certamente € uma variavel importante do ponto de vista da biologia da
doenca. Em 70% dos casos de CB, a transformacgdo € mieloide, e em 20% a 30%, linfoide,
raramente bi-fenotipica ou bi-linhagem, embora esse tipo de leucemia seja mais frequente nas
CB de LMC do que nas Leucemias Mieloide agudas (LMA). Na crise blastica Mieloide (CBM).
A transformagdo pode ocorrer em multiplas linhagens ou predominar em uma linhagem: mie-
loblastica, eosinofilica, basofilica, monocitica, megacariobléstica, eritroblastica ou combinagao
destas. Crise blastica linfoide (CBL) pode surgir subitamente, sem ser precedida pela fase aguda
(FA), e nela geralmente ndo ocorre displasia e nem basofilia. A CBL é mais frequentemente de

célula B precursora (ESFAHANI et al., 2007; VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING;, [2002).

2.3 MEDULA OSSEA

A medula 6ssea tem um papel muito importante na LMC, sendo responsdvel pela
formacdo das células sanguineas e corresponde a um tecido esponjoso que preenche a cavi-
dade dos ossos longos, bem como os alvéolos da substancia esponjosa dos diversos 0ssos. A
medula varia de cor segundo a idade e o estado patologico do individuo. Na infancia, a medula
produz ativamente os glébulos sanguineos em todos os 0ssos. No adulto, os ossos longos cessa

sua atividade, exceto a medula proximal do fémur (LEVY 2000).

A medula vermelha é a medula celular ativa e a medula amarela € inativa e infiltrada

por gordura. A medula éssea € um dos maiores e mais ativos 6rgdos do corpo, 75% de suas

4Remissdo completa é o termo utilizado em Medicina para designar a fase da doenga em que nio ha sinais de
atividade dela, mas nfo € possivel concluir como cura
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células sd@o mieloide produtoras de leucdcitos e 25% sao hemdcias maduras. Como a vida das
hemadcias € longa, cerca de 120 dias, e a dos leucdcitos € curta, com uma média de 6 horas,

existem muito mais hemécias que leucdcitos na circulagdo (OLIVEIRA, 1988).

Nos individuos sadios, a producdo de hemdcias e leucécitos € regulada com grande
precisdo, e a produgdo de granuldcitos é aumentada e acelerada nas infeccdes. As células Mie-
loide s@o produzidas no embrido pelo figado, bago e medula, mas apds o nascimento apenas a

medula € normalmente mielopoética (OLIVEIRAL 1988)).

O sangue € constituido por células de trés categorias: os globulos vermelhos (hemacias),
que transportam o oxigénio do pulmao aos tecidos; os glébulos brancos (leucdcitos), que t€ém
funcado de defesa do organismo e as plaquetas (trombdcitos) que t€m participagcdo ativa no me-

canismo de coagulacao sanguinea (LEVY/2000).

O tecido linfoide € constituido morfologicamente de linfécitos e plasmdcitos, células
que sao suporte das reagdes imunes especificas. Estdo presentes na medula, nos ganglios
linfaticos e no baco. Os linfécitos devem seu nome, ao fato de se encontrarem tanto na linfa
quanto no sangue. Nas doencas do tecido linfoide, normalmente, o volume desses 6rgios é
modificado. No decorrer das hemopatias Mieloide, essencialmente as malignas, o figado, o
baco e até mesmo os ganglios também se tornam o sitio de uma producao ectdpica de células
Mieloide. Fisiologicamente, as células Mieloide e linfoides sdo renovadas por células denomi-
nadas células-tronco. Essas células-tronco asseguram duas funcgdes: a sua propria renovagao e

a producdo de células diferenciadas (LEVY/, 2000).

A medula dssea contém células-tronco pluripotentes. Essas células podem dar origem
a qualquer célula Mieloide, podendo até restabelecer a medula dssea no caso de um transplante,
atualmente o Unico tratamento curativo para esse tipo de doenca. Como as células-tronco sdao
comuns a todas as células Mieloide, é comum a frequéncia dos acometimentos globais do tecido

Mieloide em patologias (OLIVEIRA| 1988).

24 NO MUNDO

De acordo com a vigilancia epidemiologia dos Estados Unidos, a incidéncia da leuce-

mia mieloide cronica (LMC) foi 1,1 a 2 casos por 100.000 habitantes entre homens e mulheres.
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Numa pesquisa realizada entre os anos de 2003 a 2007, a média de idade de pacientes com LMC
ficou em torno dos 65 anos. A porcentagem de casos aumenta a medida que a populacdo vai

envelhecendo como mostra a Tabela 2.1 (BUYUKASIK; HAZNEDAROGLU; ILHAN, 2010).

Tabela 2.1 — Porcentagem de casos de LMC dividida por faixas etdrias da populacao mundial.

Faixas etdrias Porcentagem

00a20 2,5 %
20 a 34 7.4 %
35a44 10,1 %
45a54 13,3 %
55a64 15,1 %
65a74 19 %
75 a 84 22,7 %
acima de 85 9.9 %

Fonte: Yahya e colaboradores (BUYUKASIK; HAZNEDAROGLU; ILHAN, [2010)

2.5 ACHADOS LABORATORIAIS

Hemograma: Os globulos brancos variam de numero entre 100.000 e 300.000 por
mm?>. Seu nimero pode, as vezes, ser bem mais elevado, podendo chegar a casa dos milhdes.
Nestes casos, durante a sedimentacdo do sangue em ocorre uma espessa camada leucocitéria.
Do ponto de vista quantitativo, estes glébulos brancos sdo representados principalmente por
neutréfilos (50-70%). Os eosindfilos e basoéfilos sao igualmente numerosos. O resto da populagcdao
branca € representada por precursores imediatos dos granuldcitos: metamieldcitos, mieldcitos
e promieldcitos sobretudo dos neutréfilos. Os mieloblastos sdo pouco numerosos (1-5%) e seu
aumento pode ser um sinal da transformacdo aguda. Os glébulos vermelhos: a anemia pode
ser nula ou moderada, podendo-se encontrar achados eritroblastos. Plaquetas: seu nimero é
frequentemente aumentado e com a transformacao para leucemia aguda ocorre sua diminui¢dao

(trombocitopenia) (HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI, 2007).

Atualmente LMC € diagnosticada pela detec¢do do cromossomo Filadélfia (cromos-
somo Ph). Esta anormalidade cromossdmica caracteristica pode ser detectada pela citogenética,

pela técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) ou pela reacdo em cadeia de polimerase
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(PCR) (GOLDMAN et al., 2009).

Outros exames: a taxa de 4cido turico do sangue e sua excre¢do urindria sao geral-
mente aumentadas em decorréncia do hipermetabolismo dos 4cidos nucleicos do tecido em
proliferacdo. O exame de fosfatase alcalina do sangue tem sua atividade diminuida (BUYU-

KASIK; HAZNEDAROGLU; ILHAN;, 2010).

2.6 CAUSAS

A causa real da doenca ainda € desconhecida mas a radiag¢do ionizante em altas do-
ses por exemplo, a bomba atdomica de Hiroshima e Nagasaki, teve um aumento de pessoas
com LMC, enquanto a participacao de agentes quimicos, biologicos e a predisposi¢ao genética,
embora sugestivos, ndo parecem exercer grande influéncia no aparecimento da doenca (BER-

GANTINI et al., [2005; MALONEY |1987).

2.7 TRATAMENTO

O tratamento até os anos 80 era insatisfatorio. No inicio tratava-se com arsénico e
radioterapia, que tinham um certo controle sobre os sintomas. Nos anos 50, o tratamento de
escolha era o bussulfano, com melhora da qualidade de vida, porém sem impacto na sobrevida
global dos pacientes, e havia uma suspeita que os agentes alquilantes poderiam predispor a
progressdo para uma fase avancada da doenca. Entdo foi substituido pela hidroxicarbamida

(HydreaR) (DOBBIN; GADELHA| 2002).

O bussulfano era um dos agentes iniciais para tratar LMC. Tem eficicia no controle na
elevada taxa de globulos brancos, ao longo do tratamento que durava varios anos, no entanto,
a terapia de bussulfano era altamente téxica. Um dos efeitos mais evidente de sua toxicidade
foi constatada nos pulmdes, uma fibrose pulmonar comumente conhecida como pulmao de
Bussulfano. A toxidade parece estar relacionada a evolugdo da doenca para proximas fases
FB e FA sendo que os pacientes com esse tratamento tinha em média uma sobrevida 45 meses

(ESFAHANI et al., 2007; BOLUDA; CERVANTES, 2009).

O hidroxiureia, ¢ um agente especifico da fase cronica, foi desenvolvido como uma al-
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ternativa mais segura para tratamento da LMC. Ele fornece controle de curto prazo na diminui¢ao
do nimeros de glébulos brancos e consequentemente, reduz o tamanho do bago. As toxicida-
des associadas a essa terapia incluem ndusea, vOmito, estomatite e erup¢cao cutanea; entretanto,
assim como o bussulfano ele ndo impede que a doenca avance para as fases avancadas. Esse
medicamento em fases mais avangadas ndao exerce nenhum controle da doenga portanto nao
apresenta nenhum impacto no aumento da sobrevida dos pacientes. A expectativa de vida com
essa op¢do de tratamento € de 58 meses; contudo o bussulfano e o hidroxiureia ndo tem nenhum
efeito sobre o cromossomo PH™. Por ndo terem nenhum efeito sobre esse cromossomo ndo
impactava na sobre vida, mas dava ao paciente uma melhor qualidade de vida na fase cronica

(FAUSEL, 2007).

Entre 1980 e 2000, para os pacientes que nao eram elegiveis ao Transplante de Células
Hematopoietical Progenitoras (TCHP), o interferon-a(IFN-¢) era o tratamento de escolha, e
com o TCHP a meta era a cura da LMC, com remissao molecular. Com o interferon-¢, em
torno de 60% dos pacientes alcancava uma resposta citogenética, dentre os quais menos que
35% das células eram Ph™, em 18 meses 89% dos pacientes permaneciam vivos na fase cronica
(ARANHA, 2008). A sobrevida global dos doentes tratados com IFN-o é de 63% aos 5 anos
e de 40% aos 10 anos, demonstrando-se, que os seus resultados terapéuticos sdo quantifica-
dos, em termos de resposta e de duracdo permanéncia do paciente na fase cronica por maior
tempo, até entdo sendo o primeiro medicamento capaz prolongar a vida do paciente (DOBBIN;

GADELHA| 2002; GOLDMAN et al., [2009; TEFFERI, [2008)).

Atualmente o transplante de medula dssea alogénico é considerado o unico trata-
mento curativo da LMC; entretanto, alguns fatores, como a idade avangada, combinados com a
auséncia de doador compativel, limita a indicacdo do transplante a uma minoria de pacientes.
Isto faz com que menos de 20% dos pacientes de LMC sejam curados com esta modalidade
terapéutica (DOBBIN; GADELHA. 2002). Elegibilidade do paciente para o procedimento se
baseia na identificacdo de um doador adequado, idade do paciente e controle da doenca. o
paciente deve ter preferencialmente idade inferior a 60 anos; o que € um obstaculo natural da
doenca, pois a média de idade pacientes diagnosticados, como mostra a tabeld2.1] na pagina

11, é préximos dos 60 anos. Muitos pacientes com idade avangada tornam o TMO, um proce-
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dimento arriscado para submeter o paciente, tornando esse procedimento arriscado e inviavel

nestes casos (HEHLMANN; HOCHHAUS; BACCARANI, 2007).

Se o procedimento € realizado usando um membro proximo da familia como, por
exemplo, um irmdo, a possibilidade de que o transplante seja um sucesso aumenta 50% a
75% sem a reincidéncia da doencga; porém se o doador ndo estd relacionado entre os paren-
tes proximos a chance de sobrevida sem reincidéncia € de 40% a 50%, aumentando a taxa de

mortalidade da precoce doenca (FAUSEL, [2007).

O TMO alogénico € uma técnica com alto grau de toxidade para os pacientes. O pro-
cedimento possui alto risco de complicagdes hemorrdgicas e infecciosas, complicagdes durante
o periodo mais complicado que € no pos-transplante. Essa janela de tempo é de 2 a 3 semanas,
nesta fase as células de defesa do individuo estd com nimero muito baixo, permitindo ataque
de doengas oportunistas. Apos o enxerto, os transplantados estdo em risco da medula dssea do
dador produz alorreativo as células T, que atacam os tecidos do transplantado (RAY et al., 2007;

GOLDMAN et al., [2009).

Outra método testado € TMO aut6logo, € um procedimento feito usando células saudaveis
do propio paciente, estas células que sdo recuperadas apds quimioterapia. Infelizmente, estas
populagdes contém células progenitores remanescentes da CML que, irremediavelmente vao
provocar a volta da doenga, caracterizando uma recaida. Assim, TMO autélogo nao é uma

estratégia vidvel (ARANHA, 2008; | GOLDMAN et al.,[2009).

Antes da introdugdo dos inibidores da tirosina quinase (TKI), o transplante de células-
tronco hematopoéticas alogénico era o unico capaz de aumentar a sobrevida dos pacientes com

esse tipo de cancer (RAY et al.,[2007).
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Fonte: (HEHLMA,2007).
2.8 ABL

O gene Abl no cromossomo 9 € o homo6logo humano de um gene originalmente identi-
ficado em um virus oncogénico murina, a murina de Abelson virus da leucemia. Este retrovirus
foi isolado a partir de um rato que desenvolveu linfoma ap6s a inoculagdo com Moloney virus
da leucemia murina (MoMuLV). A Caracteriza¢do molecular do virus demonstrou o resultado
da fusdo da poliproteina viral e um gene do rato que foi chamado homoélogo viral ativo € refere

ao v-abl (ALLEN et al., [1992;[SZCZYLIK et al.,[1991).

O Abll proto-oncogene que codifica uma proteina citoplasmatica e nuclear tirosina
quinase que tem sido implicada em processos de diferenciacao celular, divisdo celular, adesao
celular, e a resposta a estimulos externos, proliferacao, sobrevivéncia, migracdo e invasao. Ati-
vidade da proteina Abl1 € regulada negativamente pelo seu dominio SH3 e exclusdao do dominio
SH3 transforma Abll em um oncogene. O (9; 22) resulta na transloca¢do cabeca-com-cauda de
fusdo dos genes Ber e Abll, levando a um gene de fusao presente em muitos casos de leucemia

(REN, 2005; SUZUKI et al., | 2014).

Abl que compartilha um centro de dominio SH2-quinase, tém uma cauda C-terminal
longa no citoplasma, denominada ultima regido de exdo, que transporta numerosos sitios de

interacdo proteina-proteina. A atividade das quinase Abl. é regulada por um conjunto complexo
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de intramolecular de interacdes que atingem o Abl.O dominio quinase é capaz de fazer inibi¢do

eficaz da atividade da tirosina quinase em ambos in vitro e in vivo (HANTSCHEL, [2012a).

29 BCR

O gene Ber se localiza no cromossomo humano 22, sendo constituido por 4 genes
chamados de Bcry, Ber,, Bers, Bery. Esse € o local dos pontos de interrupcao utilizado na
geracdo da translocag¢dao dos cromossomos, formando o cromossoma Filadélfia encontrado na

leucemia mieloide cronica e leucemia linfoide aguda (MARU’S; WITTE’, |1991).

A fusdo envolve quebra da regido de grupos dentro dos principais pontos de interrupg¢ao
(u-Bcer) do Ber, que inclui introns 13 e leva as trés principais formas distintas que surgem a
partir dos pontos de interrup¢ao do gene Ber no cromossomo 22: p210, p190, p230; a producao
de uma transcricao codificacdo 8,5 kb para uma 210- proteina (p210) kDa; o outro gene da
fusdo € o resultado de quebras no primeiro intron do Bcr, regido menor breakpoint cluster (U-
Bcr) e outro para a expressao de uma transcri¢do de 7,5 kb, que codifica uma proteina de 190
kDa (p190); raramente, um ponto de interrup¢ao na regido (-Ber conduz a expressdo de uma
transcri¢cao da proteina 230-kDa (p230), como em 30% dos adultos leucemia linfoide aguda
(LLA), e 20% de infancia cromossoma Ph positivo LLA, o ponto de interrup¢do no gene Ber
sdo encontrados dentro do regido u-Bcr (LAURENT et al., [2001; MARU’S; WITTE’, [1991;

ZHU; QIAN, 2014).

2.10  BCR-ABL

O gene quimérico Ber-Abl € a razdo do inicio da LMC e o principal alvo terapéutico
como mostra a figura[2.9] Ele codifica a proteina tirosina quinase responsével pela proliferacao
celular. Trés diferentes proteinas podem ser produzidas dependendo do ponto de quebra desse
gene, como: P210, P190 e a P230, como ja mencionado anteriormente. Uma das formas mais
agressiva da leucemia estd associada a proteina formada P190, a leucemia linfoide aguda (LLA).
Contudo proteina P210 é a marca molecular da leucemia mieloide cronica (BUYUKASIK;

HAZNEDAROGLU; ILHAN;, 2010; HANTSCHEL), 2012b; CLARKSON et al., 2003).
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Figura 2.6 — - Os genes Ber-Abl e suas proteinas (]LAURENT et al.l, |2001[).

Bcer-Abl demonstrou ser capaz de ativar numerosas vias de transdugdo, que sdo nor-
malmente reguladores de fatores de crescimento em células hematopoiéticas. A ativacdo destas
vias pode levar ao fator de crescimento independente, aumento da proliferacdo, a diferenciagao,

aumentando a resisténcia a apoptose (COPPO et al., 2003).

Esse gene quimérico possui constitutivamente ativo o dominio tirosina quinase, tra-

balhos recentes sugerem que pode-se iniciar a sinalizacdo através da ativacdo do receptor, e

nao receptores quinase, particularmente membros da familia Src. Além disso, vdrias regides da

porcédo de Abl (YOUNG et al., [2006).

O Becr-Abl da tirosina quinase que, constitucionalmente funciona através da ligacao

do ATP (adenosina tri-fosfato), transfere um grupo fosfato do ATP para os residuos da tirosina
em vdrios substratos. Esta atividade faz com que haja um excesso de proliferacdao de células

Mieloides, que € caracteristica da LMC (ZHU; QIAN, 2014).

2.11 TIROSINA QUINASE

As proteinas quinase sdo a maior familia de proteinas em eucariotos, sao a chave cen-
tral da comunicacao para o controle intracelular, regulacdo e transducao de sinais. O mecanismo

regulador inclui varios fendmenos que vao desde alteracdes quimicas e estruturais da proteina
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Figura 2.7 — - Transloca¢do do cromossomo Philadelphia.
Fonte: (TRELA, 2014).

até o controle transcricional. Por isto, o entendimento do mecanismo de controle das proteinas

quinase € foco de interesse de muitas pesquisas (SILVA et al., 2009).

As proteinas tirosinas quinases (PTKSs, do inglés Protein Tyrosine Kinases) sdo res-
ponsdveis pela transferéncia do grupo fosfato do (ATP) fosforilando, o fosfato recebido por um
residuos de tirosina pertencente ao substrato, que da inicio a cadeia de sinalizacdo envolvida

com essas proteinas (AVILA et al., 2010).

Na LMC, a tirosina quinase (TK) € indevidamente ativada pela fusdo acidental do gene
Ber com o gene intracelular que codifica tirosina-quinase, c-Abl selvagem, c-Abl possui, TK
possui 1150 residuos de aminoacidos (NAGAR et al., 2002). A Fusdo desses dois genes pode
estimular indmeras vias de sinalizacao incluindo JAK-STAT, PI3K / AKT, Ras / MAPK e NF-
kappaB, levando a desregulagao: proliferacdo celular e a apoptose. Os principais farmacos que
tem impacto real no controle da doenga abordam essa proteina em especifico, usando-a como
alvo terapéutico, fazendo a tirosina quinase Bcr-Abl até entdo o principal alvo para o desenho
de novas farmacos, ndo s6 para o controle da doenca, mas também para possivel mecanismo de

cura (XU et al., 2014).
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A TK € um alvo terapéutico, estruturalmente ela tem uma organizacao que a favorecga se
tornar alvo, pois ela € composta de dominios com fun¢des de ligagcdo ou cataliticos, intercaladas
com as regides que servem como locais de ancoragem do substrato ou para outras moléculas,
podendo assim, ser inibida. Essa € a forma mais usadas pelos inibidores competitivos. Atu-
almente, cerca de 100 médulos de interagdo proteina-especializados foram identificados que

reconhecem uma infinidade de sinais quimicos (SCOTT; PAWSON| 2009).

Hoje, existem varios inibidores da quinase ATP-competitivos, disponiveis no mercado
que inibem quinases mutantes ou sobre expressos responsdveis pela conducdo de sinais on-
cogénicos (LEVINSON; BOXER, [2013; LAFLEUR et al., 2013). Essas sdo enzimas que ca-
talisam a fosforilacdo de proteinas por meio de transferéncia de um ATP, e em casos excepci-
onais, de GTP (guanosina trifosfato) para treonina, serina (quinase especifica para Ser/Thr) ou
residuos de tirosina (quinase especifica para Tyr). A fosforilacao destes residuos € responsavel
por estimulos extracelulares e intracelulares que fornecem um mecanismo altamente eficiente

para o controle da atividade desta proteina (SILVA et al., 2009).

Estas sdo enzimas que fosforilam (adicionam um radical fosfato) ao aminodcido tiro-
sina em cadeias laterais das proteinas. Curiosamente, seu primeiro substrato ¢ uma molécula
igual a ela: os receptores tirosina quinase formam dimeros em que uma molécula fosforiliza
a proteinas-alvo. Depois que um receptor fosforiliza o outro, vérias proteinas sdo recrutadas
do citoplasma pelas fosfotirosinas dos receptores como mostra a figura Ap6s a ativacao
do receptor do fator de crescimento (proteina transmembrana), este ativa a proteina Ras através
da molécula adaptadora GRB2 e um fator de troca do nucleotideo guanina, induzindo Ras a
trocar seu GDP por um GTP. Esse fendmeno dura apenas alguns segundos, ja que a fosforilagao
pela tirosina quinase € logo revertida por proteinas tirosina fosfatases. As proteinas recrutadas

passam a estar ativas e vao, assim, passar o sinal adiante (WEISBERG et al., 2007).

A auto fosforilagdao do receptor de fator de crescimento, induzido a tirosina-quinase
sobre a face interna da membrana plasmatica, cria fosfotirosina. Este recruta as proteinas adap-
tadoras, tais como Grb2 fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) ou fosfolipase-Cy (PLC-Cy) para
iniciarem importantes vias de sinaliza¢ao, que contribuem para a oncogéneses e proliferacao de

células cancerigenas. Por conseguinte, se a auto fosforilacao da tirosinas quinases receptoras
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sdo suprimidas pela acdo dos farmacos, o conjunto de sinalizacdes complexas pode ser inter-
rompido, proporcionando a oportunidade de reduzir a progressdo de determinados canceres

(SCOTT; PAWSON, [2009; PFIRRMANN et al., 2014)

Ao se ligar ao ligante SH2-quinase, que adota uma estrutura helicoidal, o dominio
SH3 estabiliza o N-lobo do dominio quinase no estado inativo. Os receptores de dominio SH2,
na parte de trds do dominio quinase, C-lobo através de uma rede de ligagdes de hidrogénio

estabiliza ainda mais a conformacao reguladora da quinase (PFIRRMANN et al., 2014)).

A 1mportancia geral do gatekeeper é ressaltada pelo fato de que pacientes submeti-
dos a terapia com inibidores quinases frequentemente desenvolvem resisténcia clinica, causada
por mutacdes especificas. Afirma-se frequentemente que o gatekeeper exerce controle sobre a
ligacdo restringindo o acesso a um bolso dentro do sitio de liga¢ao do inibidor do ATP (LEVIN-

SON; BOXER, [2013)).
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Fonte: (SILVA et a|.|, m[)

2.12  VIAS DE SINALIZACAO

Células comunicam continuamente com os seus vizinhos, decidindo juntos quando se

dividir, quando se diferenciar e quando morrer (DOWNWARD, 2003). Os receptores de tiro-

sina quinase (RTKs) sdo proteinas transmembranicas que sdo submetidos a dimerizag¢do e auto
fosforilagdo; subsequentemente, a fosforilagcdo das proteinas citoplasmaticas por um receptor
ativado desencadeia uma cascata de sinaliza¢do que induz a transcri¢do de genes especificos.

Eles sdo divididos em duas familias, ephrinA (EphA) e ephrinB (EphB), que interagem com

seus receptores respectivamente (LAFLEUR et al., 2013).

As vias TK interagem entre si para regular o crescimento, em alguns casos de cance-

res como ja foi dito e os componentes dessas vias podem ser mutados ou super expressos em

diversas patologias. Os principais fatores de crescimento envolvidos com o cancer, os quais re-
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presentam alvos terapéuticos importantes sao: fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de células tronco (SCF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), dentre outros

(LEITE et al., 2012).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) consiste em quatro proteinas
codificadas por 9 genes distintos. A sintese de PDGF aumentada a resposta dos estimulos ex-
ternos, tais como estimulo de outros fatores de crescimento e citocinas, promovendo a indugdo
do crescimento, da sobrevivéncia, da transformacao, da migracao celular e da permeabilidade
vascular. O PDGEF exerce efeito no alvo celular por meio da ativagdo de dois receptores tirosina-
quinase e por meio da dimerizacao e fotofosforilacao dos residuos de tirosina no dominio in-
tracelular e consequentemente transducdo do sinal intracelular de forma semelhante ao EGFE.
O receptor se liga ao PDGF-A, Be C e o receptor se liga ao PDGF-B com alta afinidade. Os
dois PDGFRs media processos similares, mas ndo idénticos, por exemplo, o PDGFR mediam
quimiotaxia, transformagdo, e mobilizacio intracelular de Ca’" mais eficientemente do que
PDGFR. A ativacdo do PDGFR no cancer ocorre como consequéncia da amplificagdo do gene,

de rearranjos cromossomicos, ou mutacdes (LEITE et al., 2012; TEFFERI, 2008).
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Figura 2.9 — - As possiveis vias metabdlicas da leucemia mieloide cronica.
Fonte: Banco de dados KEGG.

O banco de dados KEGGE] € banco de alto nivel para a compreensao de funcdes do
sistema biol6gico como o celular, organismo e o ecossistema, a partir de informagdes em nivel

molecular, especialmente conjuntos de dados moleculares, em larga escala gerados pelo sequen-

Shttp://www.genome. jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+25, Acessado em julho/2014


http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa05220+25

35

ciamento do genoma.

2.12.1 Via de Sinalizacao Ras

Muitas vezes, as células conversam umas com as outras por meio das proteinas. As
proteinas Ras emitem sinais a partir do receptores da superficie celular tais como receptores de
fator de crescimento, acoplados a proteina G de receptores que reconhecem moléculas. Estes
sinais passam de proteina para proteina ao longo de diversas vias diferentes, em dltima andlise
afetam fungdes mitogé€nicas. A Ras esta envolvida em muitos tipos de tumores, incluindo cerca
de metade de todos os cancros do colo de utero e 90% dos carcinomas pancredticos (GOOD-

SELL, (1999 MALUMBRES; BARBACID, 2003).

A proteina Ras fica no centro de uma cascata quinase. A maioria das proteinas ao
longo desta cascata € ativada por fosforilacdo, ma Ras usa um nucleotideo guanina para alternar
entre o seu estados de "on” ou “off’. A mensagem transmitida a partir do receptor da Ras
de nucleotideo de guanina, provoca um rearranjo sutil na proteina, que entdao desencadeia uma
cascata de proteina-quinase. Estas quinases fosforilam e estimulam as outras proteinas ate a

mensagem no seu destino final (DOWNWARD, 2003)
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Figura 2.10 — - A proteina Ras recebe o GTP e troca por GDT.
Fonte: (DOWNWARD) [2003).
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2.12.2 MAP Quinase

Mediadores potenciais de regulacdo de resisténcia dependente da citocineﬁ sd0 mem-
bros da familia das proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPK) que sao (MAPKI e
MAPK?2). As MAPKs transduzem em estimulos de sinalizagdo que inibem a apoptose e a

proliferacdo de estimulos (PFIRRMANN et al., 2014).

Um ntimero crescente de evidéncias confirma as interagdes anormais entre a Ber-
Abl e moléculas oncoproteicas, incluindo RAS-MAP quinase conduzindo a um aumento na
proliferacdo, via JAK-STAT levando ao aumento da atividade de transcricdo na via PI3K /Akt,
0 que gera um aumento da apoptose. A atividade de TK P210 mantém p21 Ras em um estado
ativo, ligado a GTP. Resultados da ativacdo de Ras de interacdo de P210 com outras proteinas
citoplasmaticas, funcionam como moléculas adaptadoras, para criar complexos de sinalizacdo
multi-proteina. As sequéncias codificadas Ber-amino-terminais de Ber-Abl contem um local
fosforilizacdo na tirosina, que se liga a0 dominio SH2 da proteina adaptadora Grb2 (CILLONI;

SAGLIO, [2009)

A configuragdo das enzimas desta maneira ndo s6 melhora a precisdo do fluxo de
informacodes, mas também melhora a confiabilidade nos eventos de sinalizag¢do através da combinacao
de enzimas sucessivas em uma via de transdu¢do. Comumente, as enzimas intermedidrias nestas
vias apresentam especificidades de substrato e restringem as esferas de acdo da cascata quinase.

Ou seja, seu Unico substrato pode ser a préxima enzima na cascata quinase. Este é o caso para

a proteina ativada por mitégeno (MAP) (SCOTT; PAWSON, 2009)..

2.12.3 JAK Quinases

Janus quinase (JAK) € uma familia intracelular, nonoreceptores tirosina-quinases que
transduzem sinais citosinas mediados através da via JAK-STAT. Elas foram inicialmente de-
nominada “apenas outra quinase”(uma vez que elas foram apenas duas de um grande nimero

de descobertas em uma pesquisa baseada em PCR de quinases (XIE et al., 2001). As JAKs

®Citocina sdo pequenas proteinas ou peptideos, é um termo genérico empregado para designar um extenso
grupo de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas
imunes.
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possuem dois dominios de transferéncia de fosfato quase idénticas. Um dominio exibe a ativi-
dade de quinase, enquanto a outro regula a atividade da primeira quinase (SHUA; LIU|, 2003).
Os receptores existem como polipéptidos emparelhados, apresentando, assim dois dominios de
transducgdo de sinal intracelulares. JAKSs associado com uma regiao rica em prolinas, em cada

dominio intracelular, que € adjacente a membrana celular (KISSELEVA et al., [2002).

A Jak2 é um membro da familia Janus quinases, envolvida na transdugdo do sinal de
fatores de crescimento da citocina Jak2. E conhecido por ser ativada por auto fosforilagio. As
citocinas tém papéis essenciais no controle das respostas imunolédgicas. As fungdes bioldgicas
das citocinas dependem da ativacdo do gene mediada por citoquinas ou repressao (STAERK
et al., 2007). Os estudos feitos pela induc¢do gene por interferons levaram a descoberta da Ja-
nus quinase (JAK) transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (STAT) via, demostrando ser
uma via de sinalizacdo comum usada por muitas citocinas (HUANG; CONSTANTINESCU;
LODISH, 2001). A ligacdo de um citocinas aos seus resultados do receptor da superficie ce-
lular em receptores de dimerizacdo e consequentemente a ativacdo de JAK tirosina quinases.
Residuos de tirosina especificos sobre o receptor sdao entdo fosforiladas pelas JAKSs, ativando
e servindo como locais de ancoragem para transcri¢ao citoplasmica. fosforiladas pelas JAK,
depois dimerizam e subsequentemente deixam o receptor, translocando-se para o nicleo, onde

elas ativam o gene de transcricao (BROOKS et al., 2014]).

O transdutor e ativador de transcri¢dao Janus quinase-sinal via (JAK-STAT) transmite
a informagao recebida a partir de sinais de polipeptidios extracelulares, através de receptores
transmembranares, diretamente nos promotores de genes alvo do nucleo, proporcionando um
mecanismo de regulacdo de transcri¢ao, sem a necessidade de envolvimentos de outros mensa-
geiros; sinalizacdo parece ser uma adaptacao antecipada para facilitar a comunicacdo interce-
lular que evoluiram com eventos das intimeras sinaliza¢des celulares. Vias de sinalizacdo sao
especificas por ligantes que controlam o gene expressdo. Além disso, as vias de sinalizacdo
JAK-STAT sao reguladas por uma grande variedade de estimulos ambientais intrinsecas e, que
pode adicionar a plasticidade resposta de uma célula ou tecido (AARONSON; HORVATH,

2002)).
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Figura 2.11 — - Sinal de transducao proteina STAT.

Fonte: (SHUA; LIU|, 2003))

2.13 DOMINIO QUINASE

Estudos sobre a estrutura do co-cristal do dominio da quinase, no complexo com
Imatinibe e outros inibidores da tirosina quinase, revelaram informacdes importantes, sobre a
regulacdo da catdlise e reconhecimento do modo de liga¢do da molécula e a proteina, mudancgas

conformacionais do dominio quinase (DUARTE et al.l 2014). Importante ressaltar que estas

estruturas sao ferramentas indispensdveis para racionalizar o mecanismo de acdo das mutacdes
pontuais que causam resisténcia a interacoes dos inibidores quinase ABL. Alguns trabalhos
mostram que o residuo Tyr-412 ¢ um importante local de auto fosforilagdo, constituindo um

interruptor entre a conformagdo quinase inativo e ativo (HANTSCHEL, 2012a)).

O nicleo catalitico permite que a molécula (ligante) forme ligagdes internas como

dominio SH3. Consequentemente, esta unidade SH2-SH3 estabiliza uma conformacao inativa
da enzima. Além disso, a orientacdo de cada unidade de SH2-SH3, mas distintamente, molda a

topologia do substrato e o0 ATP na liga¢Ges nos bolsos cada de enzima. Esta dltima caracteristica
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pode ajudar a explicar a seletividade de certos inibidores ATP, tais como Imatinibe (SCOTT;

PAWSON, 2009).

2.14 MUTACOES MAIS FREQUENTES NO DOMINIO QUINASE

Uma das questdes principais a ser resolvida para manuten¢do da doenca na fase cronica,
¢ o residual que permanece em taxa muito pequena, mas suficiente para a reincidéncia da doenca
em um momento futuro. Esse é uns dos principais fatores de fracasso do tratamento, caracte-
rizando o mecanismo de resisténcia (PFIRRMANN et al., 2014 HARTEL et al., 2012). As
mutagdes no dominio de quinase (DK) do Bcer-Abl foram descritas em 40-90% dos doentes
que tiveram uma recaida depois de iniciarem o tratamento, constituindo o mecanismo mais fre-
quente de resisténcia adquirida para a terapia com inibidores da tirosina quinase (TKI) (ARE-

CHAVALETA et al.,[2011))

Existem mais de 90 mutagdes em 57 residuos relatados, conferindo diferentes niveis
de resisténcia em funcdo da sua localizacdo e do efeito na conformacdo do DK do Abl. A
resisténcia desenvolve-se em uma pequena percentagem de pacientes, principalmente devido a

missense das mutacdes no dominio Ber-Abl (ARECHAVALETA et al., 2011).

A maioria das mutagdes identificadas em pacientes resistentes ao Mesilato de Imatinibe
ocorre usualmente dentro das 13 posi¢des de aminodcidos do DK incluindo G250E, Y253H/F,
E255K/V, T3151, M351T, F359V, H396 Jé descrita em associacao com resisténcia ao Imati-
nibe, embora 15 (T3151, Y253F /H, E255K / V, M351T, G250E, F359C / V, H396R / P, M244V,
E355G, F317L, M2371, Q252H / R, D276G, L248V, F486S) conta para 85% dos casos muta-
dos. Mutacoes foram relatadas, por varias autores, como recém-adquirida concomitantemente
com uma perda de resposta ao Dasatinibe ou Nilotinibe. Além disso, o V299L e mutagdes
T315A de fato, demonstrado que ocasionalmente emergem em pacientes reincidentes em Da-
satinibe (SOVERINI et al., 2011) (BUYUKASIK; HAZNEDAROGLU; ILHAN, 2010), com
diferentes sensibilidades aos TKI. Uma das mutagdes mais comum € a T3151, que é forma

mais agressiva das mutacdes e com maior resisténcia aos inibidores da tirosina quinase, nao

"Detalhes da nomenclatura utilizada podem ser vistos na tabela no anexo
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sO para a primeira geracdo de TKI como o Mesilato de Imatinibe, mas também para os TKI

de 2¢ geragcdo como o Nilotinibe e o Dasatinibe (WONGBOONMA; THONGNOPPAKHUN;
AUEWARAKUL, 201T).

A segunda geracdo estd conseguindo €xito com a maioria das mutagdes que ocorre

no DK que sdo resistentes ao Mesilato de Imatinibe; no entanto, a mutacdo T315I confere
resisténcia completa para todos os inibidores competitivos de ATP na tirosina quinase Bcr-Abl.

Atualmente, essa mutacdo € o obstaculo principal e critico para o sucesso da terapia (CHOME

et al], 2OTT).
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Figura 2.12 — - Principais muta¢des encontrada no Ber-Abl.
Fonte: (KAGITA et al., 2014)

Na pesquisa por novos inibidores, as mutagdes sdo consideradas um desafio compli-
cado de se superar. Estudos pre-clinicos dos principais firmacos encontrados no mercado como
Dasatinibe, Nilotinibe e outros TKIs para as principais formas mutantes do Bcr-Abl, apontaram

para uma total ineficiéncia no controle da mutagido T3151 (SOVERINI et al., 201T).

2.15 T31351

Os mecanismos de resisténcia ao Imatinibe em geral, sdo aqueles que levam a proteina
tirosina quinase a ter dificuldade em manter as interacoes com inibidor, podendo ser de forma di-
reta, trocando aminodcidos que interagem diretamente com o farmaco reduzindo assim contatos
lipofilicos ou indiretamente diminuindo a interacdo do farmaco com sitio ativo da proteina como

resultado na mudanca de topografica do sitio ativo levando ao impedimento estereoquimico,



Figura 2.13 — - Mutacdes mais frequentes.
Fonte:(STOFFREGEN,2005)
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exemplos de residuos que inibem a interagdo de forma direta do Imatinibe com o sitio ativo €

Thr315 (WEISBERG et al., 2007).

A mutacdo T315I € uma das mutagdes mais encontradas em pacientes submetidos a
terapia com Imatinibe, sendo responsdvel por 15% dos casos de mutagdes. Thr315 esta loca-
lizado no centro do local de ligacdo ao Imatinibe com proteina. Este residuo esta em posi¢cao
privilegiada, chamado de gatekeeper, o local de ligacdo é uma cavidade interna de tamanho va-
riado dependendo da tirosina, isso contribui para especificidade do inibidor, o receptor quinase
Abl tem residuo nessa posi¢cao do gatekeeper que foi trocada por isoleucina(Ile) ou Alanina(A

(YOUNG et al., 20006)

Segunda geragao dos TKI como Dasatinibe, Nilotinibe mostram uma melhor eficiéncia
no controle da LMC, inibem a maioria das mutacdes da tirosina Abl que sdo resistentes ao
Imatinibe, exceto o T3151, como ja afirmado acima; Thr315 € um residuo chave que interage
com TKI via interagdes de hidrogénio. Quando ele € substituido por Ile a interagdo entre TKI
e Abl é destruida e este resulta na reducao da eficiéncia do inibidor. A incapacidade do modelo
estérico para explicar a preferéncia da Treonina, sugere que este residuo pode estar mediando
seus efeitos por meio de um mecanismo que ainda nao foi totalmente esclarecido (XU et al.,

2014; LEVINSON; BOXER, 2013)).

Estudos avaliaram o grau de sensibilidade dos principais farmacos de primeira e se-
gunda linha com as formas mais recorrentes mutacdes do Ber-Abl. O uso de IC50 para medir
a eficdcia na inibi¢do do Bcer-Abl logo se estendeu, a partir do Imatinibe, a todos de segunda
geracdo inibidores da tirosina quinase (TKI) que foram desenvolvidos racionalmente para ofe-
recer op¢Oes farmacoldgicos clinicos adicionais para ser utilizado em pacientes resistentes ao
Imatinibe IC50 Estes estudos previu que o Dasatinibe e o Nilotinibe e que os outros sejam to-
dos igualmente ineficazes contra a mutacao T3151. Fato é que as muta¢des sdo os principais
mecanismos de resisténcia aos TKIs, sendo altamente recomendado a inclusao de um procedi-
mento padrao mutacional de andlise molecular para o acompanhamento de pacientes com LMC,

tratados com TKI (ARECHAVALETA et al.,[2011; SOVERINI et al., 2011)).

8

consultar a simbologia no anexo @
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2.16 INIBIDORES DE TIROSINA QUINASE

Todas as proteinas quinases tém um dominio catalitico que contém uma fenda onde se
liga uma molécula de ATP (vide figura[2.14). A inibi¢do alostérica, que altera a conformagdo
espacial destas enzimas e consequentemente, bloqueia os sitios de ligacdo do ATP (vide fi-
gura[2.135)), sendo bastante promissora no planejamento de farmacos, principalmente moléculas

de baixa massa molecular (SILVA et al., 2009; /AVILA et al., 2010).

Bolso
WM hidrofobico
Regidgode . [ ! P
adenim
!
£
//

Canal
hidrofohico Regido deagicar

Figura 2.14 — - ATP no sitio de ligacdo da quinase.
Fonte:(SILVA et al.| 2009).

Além de ligagdes de hidrogénio tipo doador e receptor, existem intera¢des de natureza
lipofilica da quinase com o ATP. Embora dos sitios de ligacao do ATP sejam muito conservados

entre as proteinas quinases, a arquitetura de regidoes proximas a esses sitios pode variar (SILVA

et al., [2009).

Os sitios de ligacdo em proteinas quinase podem ser divididos nas seguintes regides:
regido da adenina, regido em que se posiciona o nucleo purinico (ou o residuo de purina, ou
adenina), que faz duas liga¢cdes de hidrogénio com o receptor; regido do acticar, como mostrado
na figura 2.14] na maioria das proteinas quinases ¢ uma regido hidrofilica; bolso hidrofébico,

este bolso ndo é usado pelo ATP, mas € explorado pela maior parte dos inibidores; canal hi-
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CML

Figura 2.15 — - Mecanismo de inibi¢do tirosina, transferéncia de fosfato.

Fonte: ( DRUKERI, 2008)).

drofébico, é uma fenda aberta para a 4gua. Como niao € usada pelo ATP, pode ser explorada
para o aumento da afinidade entre o farmaco e o receptor. A regido de ligacdo do fosfato € a
menos importante em termos de afinidade devido a forte exposi¢do a dgua. Porém, pode ser

util para melhorar a seletividade ou provocar ganho adicional de afinidade na otimizagao de um

novo inibidor (SILVA et al., 2009; GILES; CORTES; KANTARIJTAN, 2005).

Um dos principais desafios no desenvolvimento de inibidores das proteinas tirosinas

quinases € a seletividade, ja que hé cerca de 90 tirosinas quinases codificadas no genoma hu-

mano, sendo que todas geralmente utilizam o ATP como substrato para a transferéncia do fos-

fato (AVILA et al.| 2010).

2.16.1 Mesilato de Imatinibe

O tratamento com Imatinibe revolucionou drasticamente tratamento da LMC. O uso
deste medicamento tem sido associado a uma boa qualidade de vida, desde a sua sintese na

década de 90 (BRECCIA; ALIMENA| 2010). Atualmente, é o principal tratamento para a

maioria dos pacientes com LMC € derivado de fenil-2-amino-pirimidina agindo como inibidor

seletivo da tirosina quinase Bcer-Abl, induzindo a remissdo hematoldgica e citogenética (HA-



45

MERSCHLAK et al. [2014).
O Imatinibe (Glivec, STI-571; Novartis, ) foi introduzido como terapia para a LMC,

com base na respectiva capacidade para bloquear a proliferacdo celular por meio da inibi¢do
da tirosina quinase atividade de Bcr-Abl. Imatinibe também € ttil no tratamento de formas de
leucemia linfoides aguda que s@o marcadas pela presenca do cromossomo Filadélfia, embora as
respostas sao apenas transitoria. Em adi¢do a sua capacidade de bloquear a Ber-Abl. Imatinibe
também inibe o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) do receptor e o receptor
de c-Kit. A figura[2.16] mostra um diagrama 2D das interacdes do Mesilato de Imatinibe com
a tirosina quinase selvagem (PDB:3QRI). Esta especificidade alargada do Imatinibe subjaz a
sua eficdcia no tratamento das doencas crOnicas mieloproliferativas que envolvem a ativagao
do PDGEF tumores do receptor e do estroma gastrointestinal (YOUNG et al., 2006; GILES;

CORTES; KANTARJIAN, 2005).
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Figura 2.16 — - Interagdo entre o IM e Ber-Abl(3QRI).
Fonte: (Do autor).

O Mesilato de Imatinibe é altamente eficaz no tratamento da LMC, dando origem a
completa remissao citogenética (CCR). Hoje o Mesilato de Imatinibe desempenha um papel
importante no tratamento da LMC como o fairmaco de primeira linha para a preven¢ao da mor-
bidade e mortalidade. No entanto, uma proporcao significativa de pacientes nao obtém a eficicia

esperada, se comparados aos demais pacientes em tratamento; entretanto alguns fatores como
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adaptagdo ao farmaco e mutacoes ja mencionadas sdo as principais causas de falha do medica-

mento (LI et al., 2014} NAIR et al., [2014).

O farmaco entrou no mercado em 2001 a um prego de cerca de US 30.000 por ano
nos Estados Unidos. Desde entdo, o preco triplicou, embora Gleevec tenha enfrentado a con-
corréncia de cinco medicamentos mais recente, esse € um dos farmacos mais caros encontrados

no mercado ﬂ

O Mesilato de Imatinibe foi sintetizado pela primeira vez, em 1993, por Zimmermann.
A rota sintética original desenvolvida por este pesquisador apresenta uma série de problemas,
como a manipulacdo de reagentes toxicos e etapas de reacdo sem a descricdao dos rendimentos.

A figura mostra umas da novas rotas de sintetizar o firmaco (BOECHAT et al., 2013).

Este farmaco tem atividade significativa em todas as trés fases de (LMC): cronica, ace-
lerada e blastica. No entanto, as respostas ao Mesilato de Imatinibe em doentes num estagio
avancado da doenga sdo geralmente transitérias, como mostra a tabela 2.2] Na fase cronica,
obtém-se taxas elevadas de resposta citogenética e molecular. Com aparecimento de evidencias
que a neoplasia estd se evoluindo, o primeiro passo € aumentar a dose do medicamento; entre-
tanto um dos fatores do aumento das doses € a intolerancia dos pacientes (GOLEMOVIC et al.,

2014; XU et al., 2014).

Tabela 2.2 — Estudo feito no Brasil medindo a eficacia do farmaco Mesilato de Imatinibe, frente
as trés fases da leucemia Mieloide cronica. Fonte:(AQUINO; GONCALVES;
SILVA| 2009)

Fase cronica Fase acelerada Fase blastica Total

Numero de casos 9 6 11 26
Resposta hematoldgica completa 5 1 1 7
Porcentagem 78% 16% 9% 27%
Resposta citoldgica completa 4 0,00 0,00 4
Porcentagem 44 % 0,% 0% 15%

ohttp://http://wuw.nytimes.com/2009/04/15/business/15pill.html1?_r=0. Acessado em novem-
bro /2014


http://http://www.nytimes.com/2009/04/15/business/15pill.html?_r=0
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2.16.2 Dasatinibe

O Dasatinibe é um novo agente aprovado para o tratamento de adultos com LMC
na fases cronica, aguda ou crise bldstica resistentes ou intolerantes ao tratamento prévio com
Mesilato de Imatinibe. O Dasatinibe (Sprycel, Bristol-Myers Squibb, NY, USA) € um inibidor
de tirosina quinase Bcr-Abl disponivel na forma oral, sendo, in vitro, 300 vezes mais ativo do
que o Mesilato de Imatinibe. O Dasatinibe também inibe outras quinases, como a familia Src. O
Dasatinibe, diferentemente do Mesilato de Imatinibe, inibe as formas ativa e inativa da molécula

Ber-Abl (DELAMAIN; CONCHON, 2008).

A resposta hematoldgica completa foi observada em 37 dos 40 pacientes com LMC na
fase cronica. As principais respostas hematoldgicas foram observadas em 31 de 44 pacientes
com LMC em fase acelerada, LMC em crise bladstica ou LLA. As respostas foram mantidas
em 95% dos pacientes com LMC em fase cronica, com uma média de acompanhamento tempo
de maior que 12 meses. Em pacientes com LMC em fase acelerada, 82% permaneceram em
remissdo, embora com um periodo de acompanhamento médio de apenas 5 meses. Quase todos
os pacientes com LMC em crise blastica ou LLA recaida no prazo de 6 meses (MANLEY;

COWAN-JACOB; MESTAN, 2005; DAS * PING CHEN et al., 2006).
Em 11 de outubro de 2011, a Food and Drug Administration (FDA) anunciou que o

Dasatinibe pode aumentar o risco de uma doenca rara, aumento anormal da pressdo sanguinea
nas artérias dos pulmoes ( hipertensdao pulmonar). Os sintomas dessa doenca podem incluir
falta de ar, fadiga e inchaco do corpo (como os tornozelos e pernas). Nos casos relatados, os
pacientes desenvolveram hipertensdo apds o inicio do uso do Dasatinibe, inclusive depois de

mais de um ano de tratamento (TOKARSKI et al., 2006; [ TALPAZ et al., [2006)

Contrastando com o Imatinibe, que penetra profundamente no dominio quinase, o Da-
satinibe ndo € totalmente enterrado dentro dele, tomando a forma de Y, ancorando-se a ele por
ligacdes de hidrogénio como mostra a figura[2.17] Observando as estruturas da quinase, revela-
se que o ponto essencial de contatos entre o Dasatinibe e a proteina envolve regides altamente
conservadas, explicando a ampla especificidade deste inibidor (YOUNG et al., 2006). A ex-

periéncia clinica também forneceu evidéncia clara que os pacientes com mutacdes resistente
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Figura 2.17 — - Interagdo entre o Dasatinibe o Ber-Abl(3QRI).
Fonte: (Do autor).

ao Imatinibe como F317L / V / 1/ C e nutagdes Q252H sdo pouco sensiveis as Dasatinibe

(SOVERINI et al., [2011) (BUYUKASIK; HAZNEDAROGLU; ILHAN, 2010).

Atualmente, encontra-se em fase clinica demostrando eficacia contra a maioria das
formas resistentes de Ber-Abl. Infelizmente, o Dasatinibe ndo € eficaz contra um forma mutante
de Bcer-Abl nas quais o residuo treonina na posi¢do 315 € substituida por isoleucina (T315I)

(HANTSCHEL! 2012b).

2.16.3 Nilotinibe

E um inibidor tirosina quinase com alvo melhorado e especifico baseado na compre-
ensdo dos mecanismos moleculares do Mesilato de Imatinibe; modificacdes estruturais levaram
ao desenvolvimento desse novo farmaco (Nilotinibe). Tendo como base o Imatinibe, Nilotinibe
inibe Bcer-Abl pela ligagdo a uma forma inativa, DFG-a conformag¢do do ABL dominio qui-
nase, impedindo assim a enzima de adaptar a conformagdo cataliticamente ativa e bloqueando

a fosforilacdo da tirosina e de proteinas envolvidas no sinal transdu¢do (ZHOU et al., [2009).

Dados de estudos pré-clinicos demonstram que o Nilotinibe atinge concentragdes in-
tracelulares mais elevadas do que o Mesilato de Imatinibe e inibe a atividade da tirosina quinase

do Ber-Abl induzindo a apoptose em concentracdes mais baixas do que o Mesilato de Imatinibe
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(DELAMAIN; CONCHON, 2008))

A ligacao melhorada de resultados Nilotinibe em maior poténcia e seletividade sobre as
quinases receptoras KIT e PDGF ndo tem atividade contra alvos como a Src-familia de quinases.
A tirosina em modelos pré-clinicos, Nilotinibe foi 30 vezes mais potente do que o Imatinibe

(KANTARIJIAN et al., 2007).

Este farmaco mais potente e seletivo, € projetado através da incorporacdo de novos
grupos de ligacdo, mantendo interagdes com os residuos Glu286 e Asp381 conforme se vé
na Em comparacao com Mesilato de Imatinibe, o Nilotinibe faz liga¢des de hidrogénio
e tem interagdes 7T-7 € m-cation com o dominio quinase Abl oferecendo maior estabilidade.
O Nilotinibe € capaz de bloquear a proliferacdo de Bcer-Abl em linhas celulares derivadas de
pacientes e a autofosforilacao de Ber-Abl em Tyr177 com mais efici€ncia em comparagdo com
0 Mesilato de Imatinibe mas incapaz de controlar a mutagdo T3151 (BRECCIA; ALIMENA,
2010). Os pacientes com o Y253H resistentes ao Imatinibe,E255K / V, e F359V / C /I mutagdes

sao pouco sensiveis as Nilotinibe (SOVERINI et al.| 2011).

Na fase 1 dos estudos, as respostas foram conseguidas em pacientes que possuem
ou possuiam mutacdes como G250E, M351T, E35G, Y253F, F311L, F317L, F359V, H396P,
H396R, e E459Q. No entanto, previu que poderiam surgir mutacdes no DK, e também poderiam
ser resistente ao Nilotinibe. A identificacdo de todas essas possiveis mutagdes € importante
para a andlise de dados e ensaios clinicos, que podem contribuir para uma futura concepcao de

inibidores tirosino quinase (RAY et al.,[2007; HAMERSCHLAK et al., 2014)).

Nilotinibe tem um niimero de efeitos adversos tipicos dos farmacos anticanceres. Estes
incluindo dor de cabeca, fadiga, problemas gastrointestinais, como nauseas, vOomitos, diarreia
e constipacdo, dores musculares e articulares, erup¢des cutaneas e outras doencas da pele, sin-
tomas semelhantes aos da gripe, e reduziu a contagem de células do sangue. Menos efeitos
secundarios tipicos sdo as do sistema cardiovascular, tais como a hipertensio (pressao arterial
elevada) vérios tipos de arritmia. O Nilotinibe também pode afetar o corpo de eletrélitos e gli-
cose equilibrio (KANTARJIAN et al., 2006). Embora os efeitos pulmonares relacionadas com
adverso sejam raros quando compara dos com Imatinibe e Dasatinibe. Ha um relato de caso de

insuficiéncia respiratdria aguda de hemorragia alveolar difusa em paciente tomando Nilotinibe
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(CHONGNARUNGSIN; ASHTON, 2014).
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Fonte: (Do autor)
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2.16.4 Ponatinibe

Ponatinibe (nome comercial Iclusig, anteriormente AP24534) é um medicamento oral
desenvolvido pela Ariad Pharmaceuticals para o tratamento da leucemia mieldide cronica (LMC)
e para o cromossoma Filadélfia positivo, leucemia linfobldstica aguda (ALL) (HUANG * CHES-
TER A. METCALF, 2010). A estrutura quimica e modo de ligacdao esquemadtica desse farmaco
demostram serem inibidor constituido por varios médulos designados como o molde, como
mostrado na figura Os locais dentro do dominio da quinase Abl sdo visados a cada
modulo de ligacao e também sdo especificados, incluindo a regido da dobradi¢a da quinase, o
bolso hidrofébico localizado atrds do residuo gatekeeper e bolso associado ao modo de ligagao

DFG-out. (ZHOU et al., 2011).
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Figura 2.19 — - Interacdo entre o Ponatinibe e o Ber-Abl(3QRI).

Fonte: (Do Autor)



52

Estudos apontam que o Ponatinibe foi capaz de inibir a mutacdo T315I e também as
outras mutacdes da quinase Ber-Abl in vitro. Em uma fase recente do estudo incluindo 81
pacientes, dos quais 60 com LMC e cinco com LLA Ph™, o Ponatinibe mostrou ser um inibidor

de alta qualidade (MOLOGNI et al., 2013; DUFIES et al., 2013).

Ainda € muito cedo para concluir se o ponatinibe poderia ser ou ndo ser usado como
tratamento de primeira linha. Uma andlise realizada recentemente mostrou uma taxa de 54%
CCR em 10 meses, em 267 pacientes com doengas cronicas, resultado préximo ao efeito rela-
tado anteriormente para o mesiltado de imatinibe (DUFIES et al.| 2013). A figura[2.19 mostra-
mos um diagrama 2D das interacdes do Mesilato de Imatinibe com a tirosina quinase selvagem
(PDB:3QRI).

Hydrophobic pocket

Template Aring

Hinge

Linker 1

FsC N N—
DFG-out pocket -

Figura 2.20 — - Estrutura da ligacdo do ponatinibe.
Fonte: (ZHOU et al., 2011).

Nos Estados Unidos a Food and Drug Administration aprovou o Ponatinibe como can-
didato a farmaco em 2012, mas suspendeu temporariamente as vendas em 31 de outubro de
2013 em virtude de o risco de codgulos de sangue com risco de vida e estreitamento grave dos

vasos sanguineos”. A suspensdo foi parcialmente, retirada em 20 de dezembro de 2013. m

0yww . fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm373040 . htm&usg=ALkJrhhOWBOK jT3y2IScucWmtIpzQ-rkQA.
Acessado em novembro 2014

Whttp://www.nytimes.com/2013/11/01/business/serious-danger-of-blood-clots-halt!
Acessado em novembro 2014


www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/ucm373040.htm&usg=ALkJrhh0WB0KjT3y2IScucWmtIpzQ-rkQA
http://www.nytimes.com/2013/11/01/business/serious-danger-of-blood-clots-halt
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3 METODOS E MATERIAIS

Desde os anos 1980, o processo de descoberta e planejamento de farmacos foi pro-
fundamente afetado pelo surgimento de novos métodos e tecnologias. Com as melhorias nas
técnicas experimentais de cristalografia de raios-X e RMN, a quantidade de informagdes a res-
peito de estruturas 3D de alvos biomoleculares aumentou dramaticamente (WANG; GAO; LAL

2000).

3.1 METODOS

Os métodos atuais para desenho de farmacos podem ser divididos basicamente em
duas categorias. A primeira categoria € de ligantes “descoberta”’de um determinado receptor,
que € normalmente referida como a pesquisa de banco de dados. Neste caso, um grande nimero
de moléculas € selecionado para encontrar aquelas que melhor fazem a interacdo com receptor.
Alguns pesquisadores chamam esse método de “"Rastreio virtual”. A vantagem da pesquisa de
banco de dados € que sdo moléculas conhecidas, com maior facilidade de se obter meio de

compra ou de sintese (WANG; GAO; LAIL 2000; WANG et al., [1998; | KITCHEN et al., 2004).

A busca de moléculas candidatas a novos farmacos usando os métodos computacionais
€ muitas vezes realizada por high throughput de encaixe. Enquanto triagem virtual depende de
compostos pré-existentes, desenho de novo candidato a farmaco, tem como objetivo em sua
abordagem gerar novas moléculas usando analogia baseada na construgao civil, os blocos de
constru¢do, que neste caso consiste em atomos individuais ou fragmentos que se juntardo para

constru¢cdo da molécula (DEY; CAFLISCH, [2008).

A funcao de pontuacao tem grau de importancia bastante importante, portanto deve ser
precisa o suficiente para reconhecer em um tempo razodvel as interagdes entre alvo e ligante de

forma corretas de todos os modos putativos (DEY; CAFLISCH, 2008)).
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A identificacio das cavidades da proteina € de essencial importincia para uma varie-
dade de aplicacdes, incluindo docking molecular. Esse procedimento deve ser feito examinando
a proteina inteira podendo ser a superficie ou uma determinada parte especifica da area da
proteina alvo, Quanto mais detalhada for a descri¢cao da cavidade, melhor serd o resultado da
interagdo protefna ligante. O software utiliza uma esfera sonda que navega na superficie da
proteina para simular os processos cinéticos utilizados por pequenas moléculas durante a sua

tentativa de se ligar a proteina (YUAN et al., 2011).

Contudo, estas abordagens estao limitadas pela precisdo com a qual se pode medir a
afinidade dos ligantes com a proteina. A classificacao correta dos ligantes para a sintese € um
pré-requisito para uma estratégia util para a concep¢ao de farmacos. H4 uma clara necessidade
de um método objetivo capaz de prever a afinidade de ligacdo de um complexo proteina-ligante
de uma forma quantitativa. Prevendo a afinidade de liga¢do de um ligante a sua proteina alvo é

um desafio cientifico no presente (VERDONK et al., 2011).

No que diz respeito ao célculo das relagdes rigorosas de energias de ligagcdo, o pro-
gresso substancial foi feito com perturbacdo de energia livre (FEP). O método de SCORE,
usa uma funcdo de pontuacdo empirica para descrever a energia livre de ligacdo, que inclui
interacdes de Van der Waals, interagdes iOnica e interacdes de hidrogé€nio entre outras entre-
tanto usando formas de penalidade, quando as mesma nao sdo favoraveis (DEY; CAFLISCH,

2008).

Dentro das limitacdes estruturais da proteina alvo, o LigBuilder constrdi passo a
passo os ligantes usando uma biblioteca de fragmentos organicos. Vdérias operacdes, tais como
crescimento, vinculacdo e mutagdo, tém sido implementadas para manipular estruturas molecu-
lares. O usudrio pode escolher entre crescer ou ligando estratégias para a construcdo ligando e
um algoritmo genético é adotado para controlar toda a constru¢dao do processo. As afinidades
de ligacdo dos ligantes sdo estimadas por uma funcio de pontuacido empirica (WANG; GAO;

LAL 2000).

O fragmento ¢ testado em milhares de posicdes diferentes com multiplas orientacoes,
calculo de energia de ligacdo. A energia de ligacdo € a soma das interagdes Van Der Waals e

a energia eletrostdtica entre outras. O tamanho do fragmento € fator primordial para o tempo
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de calculo. Quanto maior forem mais interagdes com proteinas e possivelmente mais angulos
de rotacdo deveram ser explorados, aumentando drasticamente o tempo de cdlculo, modo geral
o procedimento envolvendo o docking de fragmento pode ser visto na figura [3.1) (MAJEUX;

SCARSI; CAFLISCH, 2001).

Delimitag3o da busca Escolhendo e unidos
para ancorar os os melhores
fragmentos Bancos de fragmentos  fragmentos

Melhores moléculas
Usando esse critério

Ancorarem dos Moléculas geradas pela
fragmentos usandoo unido de fragmentos
IFD seguindo a funcdo

Figura 3.1 — - Estrutura de novos candidatos a farmacos
fonte: Do autor.

Uma das principais razdes para o fracasso de HTD em apontar resultados significativos,
¢ que na maioria dos métodos de aproximacgdo , os receptores sao rigidos, ou seja nao leva em
conta a flexibilidade da proteina, como existe no modo natural. O célculos levando em conta
a flexibilidade da proteina era impraticavel devido a limitagdes dos computadores; entretanto
com avango da tecnologia, esses calculos ja podem ser considerados, mas ndo no receptor em
geral mas, pelos menos, na parte onde o ligante ird se acoplar, conferindo nessa regiao uma

semi- flexibilidade (KITCHEN et al., [2004; [VASS; KESER, 2013).

3.2 DOCKING

O docking é um procedimento automético capaz de pesquisar o espaco conformacional

do ligante e a sua posi¢do e orientacao no local da ligacao através de uma funcdo de pontuagdo.
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Figura 3.2 — - linker e crescimento.
Fonte:(WANG; GAO; LAIL 2000).

Esta ultima deve ser precisa o suficiente para reconhecer, em um tempo razoavel, o modo correto

de ligacdo entre todos os modos putativos (HAIDER; BERTRAND; HUBBARD, 2010).

No campo da modelagem molecular, o docking € um método que prevé a orientagao
preferida de uma molécula de forma rapida quando ligados um ao outro formando um complexo
estavel (KITCHEN et al., 2004)). O conhecimento da orientagdo preferida por sua vez pode ser
utilizado para prever a afinidade de ligacdo entre duas moléculas, docking € um termo usado
para esquemas computacionais que tentam encontrar a “melhor”correspondéncia entre duas

moléculas: um receptor e um ligante (HALPERIN et al.| 2002).

Nesta era pds-gendmica, a investigacdao concentra-se cada vez mais na protedmica.
Esfor¢os experimentais e computacionais sao dedicados a geracdo e andlise de grande escala
de informacdes derivadas de estruturas 3D e dinamica de proteinas, com o objetivo do avango

cientifico e comercial na descoberta de novos farmacos (YUAN et al., 2011).

O primeiro programa computacional desenvolvido para analise da superficie da proteina
tinha como base as interacdes Van der Waals. Este parametro € usado atualmente entretanto com
complemento de varios que se possivel mensurar computacionalmente. O programa pioneiro a

ser utilizado em ancoragem molécular foi o DOCA (HALPERIN et al., [2002).

O reconhecimento molecular da proteina e do ligante estao baseados na complemen-
taridade das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais das moléculas que se interagem. As

caracteristicas fisico-quimicas definem o grau de afinidade e de especificidade do ligante pela
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proteina, e estdo relacionadas com as interacdes intermoleculares existentes no complexo (RO-

DRIGUES et al., 2012).

Um dos maiores problemas enfrentados pelo docking molecular é dar flexibilidade
a proteina € um numero grande de graus de liberdade a serem explorados, resultando em um
esfor¢co computacional alto A flexibilidade da proteina pode estar associada a diferentes tipos de
movimentos, tais como movimentos locais (como o movimento de cadeias laterais de residuos
de aminodcidos localizados no sitio de liga¢do), movimentos de média escala (como o rear-
ranjo de alcas ou reposicionamento de hélices) e movimentos de grande escala, associados a

movimentos de dominios da proteina (VERLI, 2014).

3.2.1 Docking de fragmentos

Os métodos baseados em fragmento surgiram como uma nova estratégia para a des-
coberta de farmacos (SCHULZ; HUBBARD) 2009). O crescente nimero de estruturas tridi-
mensionais de enzimas e receptores firmacologicamente relevantes estd estimulando um forte
interesse em abordagens computacionais para o desenho de farmacos utilizando a informacgao

estrutural (HAIDER; BERTRAND; HUBBARD, 2010).

Fragmentos s@ao compostos de baixo peso molecular (100 — 250 Da) e de baixa comple-
xidade, que sdo capazes de fazer melhores interacdes com o alvo. Tal estratégia tem vantagens

sobre os métodos tradicionais na busca de novos ligantes com eficiéncias superiores (VASS;

KESER; [2013)).

O termo “fragmento”tem uma analogia como os blocos de constru¢@o utilizados no
processo de construgdo civil. A 16gica deste algoritmo reside no fato das estruturas organicas

podem ser desmontadas em fragmentos quimicos basicos (YUAN et al.,[2011).

A proteina tirosina quinase tem um sitio de ligacdo bastante alongado para dentro da
proteina em forma de L, o docking de fragmentos vem como uma boa op¢ao para esses casos
pois o calculo € feito com fragmentos em cada parte do sitio, possibilitando encontrar a melhor

molécula.

A base do docking de fragmento formam interagdes altamente favoraveis com a proteina;

em outras palavras estes fragmentos fazem ligacdes mais fortes com o receptor e cada fragmento



58

se liga em vdrias posi¢des até encontrar a orientacdo correta dentro da proteina com melhor
interacdo, ndo se prendendo a algumas restricoes quimicas, como estereoquimica dos ligantes.
Os fragmentos com pontuagdo mais baixa que o parametro de corte sdo descartados (KOLB;

CAFLISCH, 2006).

Nesse caso, as moléculas dos ligantes sao construidas dentro dos limites da cavidade
de ligacao, a montagem € de forma gradual com pequenos pedacos. Estas pecas podem ser tanto

atomos ou fragmentos maiores (WANG; GAO; LAI, 2000).

Alguns fragmentos por caracteristica quimica como: interacoes de hidrogénios entre
outras podem agir como écido e base de Lewis, podendo se ligar mais facilmente com o sitio de
ligacdo, essas propriedades sdo cruciais para o atracamento molecular, portanto indispensdveis
em qualquer biblioteca de fragmentos, compostos como por exemplo: -OH, -CHj3, -CX3 ['] -
SO3H,CHO, NO,, NH,, e SH) sao mesclados entre outros tendo obrigatoriamente na molécula

a ser gerada (KOLB; CAFLISCH, 2006).

O docking de fragmento enfrenta algumas dificuldades importantes como: a promis-
cuidade de alguns fragmentos na suas interagdes, o fragmento pode se ligar a lugares onde ele
nao foi projetado para estar, mesmo com o aumento da molécula o atracamento pode ocorrer
de varias formas distintas, podendo ser muito diferentes das quais a molécula foi arquitetada

(CHEN; SHOICHET, 2009).

3.2.2 Builder (Linker)

Este método consiste, em primeiro lugar em colocar um unico fragmento no local
da ancoragem e medir sua interacdo com a proteina alvo; em seguida € adicionado os demais,
identificando e pontuando cada fragmento e testado em toda cavidade, os de menores interacoes
sdo descartados. O programa pontua e identifica os fragmentos para que 0s mesmos nao possam

ser usados indefinidamente (VASS; KESER, [2013).

Umas das desvantagens da utilizagdo desse método € que, mesmo uma pequena bibli-
oteca de fragmentos, para que todos os fragmentos sejam testado em todas as posi¢des envol-

veria um esfor¢co computacional exacerbado. Esse problema agrava com aumento da cavidade

X pode ser qualquer halogénio
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aumentaria exponencialmente os calculos. Os fragmentos sao escolhidos estatisticamente pelo
método de monte carlﬂ Para minimizar o problema e suma importancia o qualificar a bibli-
oteca e diminui-la, mas com fragmentos mais relevantes, dessa forma tornando os resultados

melhores que uma biblioteca com grande numeros de fragmento, na composi¢ao de bom candi-

dato a farmaco, como mostra a figurd3.3| (TEOTICO et al| 2009; (CHEN; SHOICHET, [2009).

L]

Figura 3.3 — - O método de Linker.

Fonte: (WANG; GAO; LAI|, 2000).

’Designa-se por método de Monte Carlo (MMC) qualquer método de uma classe de métodos estatisticos
que se baseiam em amostragens aleatérias massivas para obter resultados numéricos, isto é, repetindo sucessi-
vas simulagdes um elevado numero de vezes, para calcular probabilidades heuristicamente, tal como se, de facto,
se registassem os resultados reais em jogos de casino (dai o nome). Este tipo de método € utilizado em simula¢des
estocdsticas com diversas aplicacdes em dreas como a fisica, matemadtica,biologia Quimica.
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3.2.3 Builder (Construcao)

Este método pode ser classificado de acordo com diferentes critérios, tais como blocos
de constru¢do molecular, espaco quimico, busca estratégia (por exemplo, algoritmo evolutivo
ou simulagdo de Monte Carlo). A pontuacao do método utilizado para avaliagdo das moléculas
desenhadas (por exemplo, campo de forca, funcdo empirica de pontuagdo, ou similaridade mo-
lecular (YUAN et al., 2011]). Como o método anterior, 0 método de constru¢ao também ¢ feito
na cavidade ou local do atracamento molecular (YURIEVA; AGOSTINOA; RAMSLANDB,

2010).

A recém estrutura formada ird servir como estrutura de sementes para o proximo ciclo
de crescimento. Como acontece na estratégia de ligacdo, o processo de construcao também
comega a partir de uma estrutura de semente pré-colocada. No entanto, neste caso, a estrutura
de sementes consiste em varias pecas separadas que foram posicionadas para maximizar as

interacdes com a proteina alvo (WANG; GAO; LAIL 2000).

Embora a diversidade de estruturas organicas seja infinita, o nimero de fragmentos
de base € bastante limitado. Os fragmentos utilizados por LigBuilder estdo listados e mar-
cados para que sejam reutilizado na mesma posicdo. Todos eles podem ser classificados em
duas categorias: os grupos quimicos e anéis. Nesta biblioteca, ha também alguns fragmentos
complexos, tais como acetona, que pode ser decomposto em mais fragmentos elementares. O
usudrio tem permissao para editar a biblioteca de blocos de construcdo para determinar quais
sdo os fragmentos irdo ser utilizados na constru¢do do ligante; € também permitido adicionar

novos fragmentos a esta biblioteca como mostra a figurg3.4(TEOTICO et al.| 2009).
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Figura 3.4 — - Método de construgdo.

Fonte: (WANG; GAO; AT, 2000).
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3.3 ALGORITIMO GENETICO

Os algoritmos genéticos (AGs) é um algoritmo genético (AG) € uma técnica de busca
utilizada na ci€ncia da computagio para achar solu¢des aproximadas em problemas de otimizacao
e busca, fundamentada, principalmente pelo americano John Henry Holland. Algoritmos genéticos
sdo uma classe particular de algoritmos evolutivos que usam técnicas inspiradas pela biologia
evolutiva como hereditariedade, mutacdo, selecdo natural e recombinacdo (ou crossing over)
(MAULIK; BANDYOPADHYAY| [2000) como mostra a figura Algoritmos genéticos sao
implementados como uma simulagdo de computador em que uma populacio de representacoes
abstratas de solugdo € selecionada em busca de solu¢des melhores. A evolucdo geralmente se
inicia a partir de um conjunto de solugdes criado aleatoriamente sendo realizada por meio de
geracdes. A cada geracdo, a adaptacdo de cada solugc@o na populacdo € avaliada, alguns in-
dividuos sdo selecionados para a proxima geracdo, e recombinados ou mutados para formar
uma nova populacdo. A nova populacdo entdo € utilizada como entrada para a proxima iteragao

do algoritmo (JONE et al.,|1997)

Em geral, usa-se o algoritmo de sele¢do por “’roleta”, onde os individuos sdo ordenados
de acordo com a fungdo-objetivo e lhes s@o atribuidas probabilidades decrescentes de serem
escolhidos probabilidades essas proporcionais a razao entre a adequacgao do individuo e a soma
das adequacdes de todos os individuos da populacdo. A escolha € feita entdo aleatoriamente
de acordo com essas probabilidades. Dessa forma conseguimos escolher como pais 0s mais
bem adaptados, sem deixar de lado a diversidade dos menos adaptados. Outras formas de
selecdo podem, ainda, ser aplicadas dependendo do problema a ser tratado.Como exemplos
pode-se citar a selecao por “torneio”(onde sdo selecionados diversos pequenos subconjuntos
da populagdo, sendo selecionado o individuo de maior adequacio de cada um desses grupos),
a selecdo por “classificagdo”ou “ranking”(semelhante a selecdo por “roleta”, com a diferenca
de que a probabilidade de selecdo € relacionada a sua posi¢ao na ordenacdo dos individuos da
populacdo e ndo a sua adequacdo em si) e a selecdo por “truncamento”(onde sdo selecionados

os melhores individuos da populagdo, descartando-se os outros (RAREY et al., [1196).

Em um programa de Docking, sdo geradas poses, as que sdo favordveis evoluem e pas-



63

sada para a proxima geracdo. As desfavordvel sdo eliminadas. Dessa forma tenta-se minimini-
zar o custo operacional diminuindo o tempo de procura por fragmentos ou molécula que possam
se ligar com efiéncia a proteina alvo, sem que os melhores fragmentos sejam desperdicados em

bibliotecas maiores de fragmentos (YURIEVA; AGOSTINOA; RAMSLANDB; 2010).

Inicio

Geragio da
populagdo inicial

Calculo da
aptiddo

Critério de
parada?

Fim

Selecdo

Cruzamento

Mutacgéo

Figura 3.5 — - Exemplo do fluxograma do AG.

3.4 FUNCAO DE PONTUACAO (GScore)

Nos campos da quimica computacional e modelagem molecular, fungdes de pontuagao
sao métodos rapidos, aproximados, utilizados para prever a resisténcia da nao covalente intera¢ao
(também referido como ligacdo de afinidade) entre duas moléculas, depois de terem sido encai-
xadas. Mais comumente uma das moléculas é um composto organico pequeno, tal como um

farmaco e a segunda é alvo biolégico do farmaco tal como uma proteina do receptor. Funcdes
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de pontuacdo também foram desenvolvidas para prever a resisténcia de outros tipos de inter-
moleculares interacdes, por exemplo, entre duas proteinas (LENSINK; MENDEZ; WODAK]|

2007; ROBERTSON; VARANI, [2007).

A funcdo de pontuagdo deve ser suficientemente rapida para permitir sua aplicacio a
um grande nimero de procedimentos envolvidos no atracamento. A funcdo de pontuacdo deve
incluir de forma adequada penalidades quando o atracamento ndo for favorecido. A fungdo
de pontuagdo busca situagdes onde o minimo de energia foi encontrado, tornando o complexo
mais estavel, este fato € semelhante a topografia de terreno, onde pode ter varios minimos locais

(HALPERIN et al., 2002).

3.5 Propriedades ADME - QIKPROP

Propor novos fairmacos ndo € um processo simples, porque € preciso cerca de 15 anos
e o investimento chega aproximadamente até US 800 milhdes. A cada ano, apenas cerca de
20-30 medicamentos recebem aprovacdo FDA.Como relatado, os farmacos podem ter mais
do que um alvo, e esta € uma das razdes pelas quais ocorrem efeitos colaterais (XU et al.,
2014). Um fendmeno comum no projeto de candidato a farmaco, € a geracdo de moléculas
grandes com maior tamanho molecular afim de alcangar toda a cavidade do receptor e fazer
o maximo de interagdes possiveis. No entanto esse procedimento tende fornecer resultados
enganosos chamando de falso positivos e interacdes chave entre proteina e ligante podem ser

negligenciadas (YUAN et al., 2011).

Quase 40% dos candidatos a farmacos falham em ensaios clinicos devido as proprie-
dades ADME (Absorcao, Distribuicao, Metabolismo e Excrecdo). A capacidade de detectar os
candidatos problematicos de forma precoce pode reduzir drasticamente a quantidade de tempo

e recursos desperdigados, e agilizar o processo de desenvolvimento global ﬂ

O aumento dos custos de descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos, em
parte devido a taxa elevada de candidatos a farmacos em desenvolvimento, levou a uma nova
estratégia de avaliacdo paralela da eficacia e das propriedades biofarmacéuticas dos candida-

tos. A andlise de alguns projetos revelou que a principal causa para o fracasso do fairmaco

*http://www.schrodinger.com/QikProp. Acessado em julho/2014


http://www.schrodinger.com/QikProp
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na fase de desenvolvimento foi a fArmacocinética inadequada das propriedades como ADME

insatisfatorias (LIPINSKI et al., [2001)).
O programa QikProp (da suite Schrodinger) calcula os valores das propriedades ADME

e permite a sua comparagao com as propriedades de 95% das farmacos conhecidas.

Nos ultimos anos, grande énfase tem sido direcionada a caracterizacdo de proprieda-
des drug-like, incluindo a Regra dos Cinco de Lipinski (WILLETT), 2006b), com o intuito de
minimizar o risco de selecdo de moléculas com a atividade biol6gica desejada, mas que sdo ina-
dequadas do ponto de vista de propriedades muito importantes em farmacoterapia, tais como:
biodisponibilidade, permeabilidade, absor¢do, metabolismo, excre¢do e toxicidade. A escolha
de uma biblioteca virtual de compostos com propriedades consistentes com o conceito drug-
like pode reduzir o tempo do ciclo de desenvolvimento e minimizar a inviabilidade de aplicacao
terapéutica de moléculas bioativas por inadequagdo de propriedades farmacocinéticas e/ou to-
xicidade acentuada, propriedades estas que representam o principal gargalo no insucesso de

candidatos a farmacos (RODRIGUES et al., 2012).

3.6 MATERIAL

A estrutura foi baixada do PDB usando recursos de busca e filtragem do PDB, as
estruturas encontradas da tirosina quinase Bcr-Abl na forma selvagem (cédigo PDB: 3QRI;

resolucdo de 2,1 A) e com a mutagio T315L (cédifo PDB: 3QRIJ, resolucio de 1,82 A).

3.6.1 Busca das estruturas cristalografica da tirosina quinase

A posicao dos aminodcidos da proteina 3QRI condizia com a posicao descrita na li-
teratura. Uma nova estrutura da tirosina quinase foi encontrada com melhor resolucao igual
a 1,75 A(cédigo do PDB: 10PJ), porém as numeragdes dos aminodcidos nio condiziam com
a numeracao descrita na literatura, devido ao fato da 10PJ ser uma proteina murina. Nessa
ultima estrutura foram usados para fazer as mutagcdes encontradas na literatura e posterior doc-
king de fragmentos. Usando o programa Multiple Sequence Viewer realizou-se o alinhamento

das sequéncias das estruturas 3QRI e 1QRJ, verificando-se que sdo homologas como mostrado
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na figurd3.6] Entretanto, para validar a escolha da 10PJ foi realizado uma alinhamento estrutu-
ral como mostra a figura o que confirmou a sobreposi¢ao visual das proteinas, e calculado
o RMSD entre as protefnas, obtendo o valor de 1.5769 A. Apenas uma pequena regido ini-
cial das enzimas ndo se alinharam bem, mas as demais regides estdo bem alinhadas. Todos os
residuos de ambos os sitios ativos sdo idénticos, portanto os dados de docking obtidos para a
10PJ podem ser extrapolados para a 3QRI. Porém, quando se abre o arquivo fornecido pelo
PDB nota-se que os aminoacidos estdo com uma pequena alteracdo na sua numeracdo. Na

figura [3.6|apresentamos o alinhamento das duas estruturas mostrando a similar entre ambas.
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Figura 3.6 — - Alinhamento das sequéncias das proteina 10PJ e 3QRI.
Fonte: DO AUTOR

3.7 ARQUITETANDO AS MUTACOES NA TIROSINA QUINASE

Para fazer as mutagdes na estrutura escolhida, 10PJ, foi preciso saber qual os nimeros
dos aminoécidos comparados com os referidos na literatura. A equivaléncia da numeragdo
dos aminodcidos foi feita manualmente, na proteina 10PJ, cuja sua enumeracdo comegou exa-
tamente 19 aminodcidos antes que 3QRI. A figura [3.8 mostra esquema do procedimento de

mutagdo. Este procedimento foi feito com as 16 mutacdes mais frequente apontada pelo litera-
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Alinhamento das Proteinas
10PJ E 3QRI

Figura 3.7 — - Alinhamento estrutural das proteinas 10PJ e 3QRI.
Fonte: DO AUTOR
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Figura 3.8 — - Procedimento para realizar as mutac¢des. Fonte: DO AUTOR

A nomenclatura das mutacdes segue um padrdo. Por exemplo o cédigo M263V, re-
presenta uma mutagdo na qual a vanila entrou no lugar da metionina. Ainda que substituido na
IOPJ foi utilizada a nomenclatura usada na literatura para a estrutura 3QRI. No anexo 6.3 [A]

apresentamos na tabela[A.2]os cédigos das mutagdes.
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3.8 PREPARACAO DA PROTEINA

Para fazermos o docking é necessario que a estrutura da proteina esteja correta. Isto
nem sempre acontece com os arquivos obtidos a partir do PDB. Para corrigir a estrutura da
proteina € usado entdo o protocolo Protein Preparation Wizard implementado na suite Schro-
dinger versao 9.3 a traves da interface Maestro. Este protocolo adiciona d&tomos de hidrogénio,
corrige as cargas elétricas dos atomos, completa as cadeias, etc. Na figura [3.9 mostramos a

parte da configuracdo deste protocolo.
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Figura 3.9 — - Preparando a proteina para a realiza¢ao do docking.
Fonte: DO AUTOR

3.9 GRID BOX

Para definirmos o sitio onde sera realizado o docking, é necessario definir o grid box.
O grid box consiste numa grade tridimensional usada para o calculo da energia de encaixe e
interacdo. Esta grade delimita o local de busca, permite poupar tempo para que o programa nao
tenha que fazer a procura em toda a proteina. Geralmente a grade fica no sitio ativo da estrutura
alvo. O volume de grade deve ser grande o suficiente para permitir que o ligante para rodar
livremente (MUKHERIJEE et al., 2005). O ligante que estd presente na estrutura da proteina

baixada do PDB, pode ser usado como referéncia para a criagdo da grade de trabalho atual (vide

figura[3.10).
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Figura 3.10 — - Delimitag@o da proteina buscando o melhor encaixe.
Fonte: DO AUTOR

3.10 GERANDO MOLECULAS USANDO O DOCKING DE FRAGMENTOS

Os elementos essenciais dessa abordagem in silico sao a preparacdo da proteina (apre-
sentada na secdo [3.8)), a defini¢do da grade onde os fragmentos serdo colocados (se¢do [3.9) o
procedimento de acoplamento dos fragmentos e a pontuagdo baseado em energia e campo de

forga.

O programa LigBuilder construe moléculas dentro das limitacOes da proteina alvo.
LigBuilder ofereceu um suporte para estratégias como Crescimento e linker.Para aplicar a es-
tratégia de crescimento, foi fornecido uma estrutura ’semente”’que foi pré-colocada no interior
da bolsa de ligagdo. Para tal processo o programa usa uma ferramenta chamada CAVITY; O
CAVITY ¢é programa para deteccdo local de ligacdo da proteina. A identificacdo da localizacao
dos sitios de ligacao. Ele usa o método puramente geométrico para encontrar sitio de ligacao
do ligante e a proteina. LigBuilder posteriormente adicionou os fragmentos para que ele possa
construir as moléculas. Esta estratégia € 1til porque ji recortada a molécula de Imatinibe e Po-
natinibe. O programa ja possuia inicialmente uma biblioteca de fragmentos. LigBuilder gerou
mais 6000 moléculas utilizando os métodos de Crescimento e Liga¢do, tanto para as semen-
tes do Imatinibe e Ponatinibe. Entretanto, houve a geracdo de quase 2900 moléculas iguais,
ou seja um método chegou a mesma molécula do outro método, esse resultado mostra que os

métodos tendem caminhos diferentes com resultados parecidos. Arquivos usados para execugao
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da tarefa: .

1. POCKET-ATOM-FILE: O arquivo correspondente base de dados do CAVITY.
2. POCKET-GRID-FILE: O arquivo correspondente base de dados do CAVITY.

3. SEED-LIGAND-LIST: A lista de arquivos Mol2 que apresentam as estruturas de ’se-
mente”. J4 mencionado acima. Isso é absolutamente necessario para o modo de cultivo e

modo de vinculacdo porque a “semente”é a mae de todas as moléculas resultantes

4. ADD-HSPC: YES: Corrigir todos os atomos de hidrogénio da estrutura descendéncia

como o local de cultivo.. NO: Utilize apenas sites de crescimento definidos pelo usudrio.

5. CONTINUE-MODE: YES: continuar com as sementes e os resultados anteriores. No:

Substituir resultados e sementes regeneradas.

6. MOLECULE-NUMBER:. O objetivo da tarefa de design 100K, pelo menos, o padrao 1M.

Entretanto, o programa LigBuilder usa algum tipo de pontuacio para ranquear as
moléculas, esse critério foi dispensado, e as moléculas geradas foram submetidas docking
usando outro programa o Glide, afim de quantificar as intera¢des entre a proteina e as moléculas

geradas. Esse processo se estendeu por todas as mutagdes citadas neste trabalho.

A quantificacdo da intera¢do dos fragmentos com a proteina € feita usando-se a fungao
de avalizacdo implementada no Glide, o GlideScore. Esta funcdo de avalizacdo pontua a
interacao usando uma combinacao linear de diferentes elementos como energia de Van der Wa-
als (vdW), energia Coulombiana (Coul), contribuicao lipofilica (Lipo), interacdo de hidrogénio

(HBond), entre outras. A expressao define o GScoreﬁ

GScore = 0,05 xvdW + 0,15« Coul + Lipo + HBond + Metal + Rewards + RotB + Site (3.1)

Do ponto de vista pratico, para efetuar a comparagao entre duas moléculas € necessario

empregar um padrao de medida, também conhecido como coeficiente de similaridade, o qual

4Manual do Glide
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quantificard o grau de semelhanca entre as entidades quimicas avaliadas. Existem inimeros
coeficientes de medida, sendo que o mais empregado em triagens virtuais € o coeficiente de

Tanimoto (WILLETT), [20064a).

99,2

O termo “a’representa o nimero de caracteristicas presentes em uma molécula A e
ausente em uma molécula B, o termo c”representa o nimero de caracteristicas presentes em B;
mas ausentes em A, o termo “d”’representa o numero de caracteristicas comuns as moléculas A e
B. Outro termo aparece nas férmulas de medidas de similaridade que o o termo ”d”. Este termo

representa o nimero de caracteristicas que esta ausente em ambas as moléculas (RODRIGUES

et al., 2012).
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Figura 3.11 — - Diversidade das moléculas.
Fonte: DO AUTOR

Expressdao matemadtica para o coeficiente Rogers/Tanimoto

(C+D)/(2A+2B+C+D) (3.2)

O coeficiente de Tanimoto, por exemplo, fornece valores de comparacao na faixa de O (zero) a
1. O valor de 0 (zero) significa que nao ha similaridade entre as moléculas comparadas, ja o
valor de 1 denota 100% de similaridade, ou seja, como as caracteristicas moleculares mapeadas

representam uma marca tnica (P, 2010;50)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

docking molecular feito com Glide confirmou algumas situacdes que a literatura ja

descrevia.

4.1 DOCKING ENTRE A PROTEINA SELVAGEM E MUTADA COM OS PRINCIPAIS
FARMACOS

No intuito de comparar os Gscores dos farmacos mais citadas na literatura para con-
trole e manutencdo da LMC com as moléculas geradas pelo docking de fragmentos, realizou-se
o docking com esses principais fairmacos e as estruturas selvagem e mutadas da tirosina quinase.

O GScore (em kcal/mol) € apresentado na tabela 4.1

O docking molecular feito com Glide confirmou algumas situagdes que a literatura
j& descrevia. A primeira é a proteina na forma selvagem. Todos os quatros firmacos tem
bom resultado, principalmente o Imatinibe, confirmando como medicamento de primeira linha
a segunda observa¢do, o Nilotinibe tem em muitas proteinas mutadas melhor resultado que
Ponatinibe, como mostra a tabela @.1; Entretanto existe uma contradi¢do interessante nesta
tabela e relacdo a literatura, o Dasatinibe € um composto descrito na literatura como potente
inibidor, com acao de 300 vezes mais potente que o Imatinibe, teste im vitro (DELAMAIN;
CONCHON, 2008]), neste caso apresenta um GScore bem inferior a0 mesmo, como pode ser
visto com maior nitidez representado na ﬁgura ; Ainda assim, outra questao foi confirmada,

a debilidade dos inibidores tirosina quinase frente a mutacao T315I, com excec¢ao do Ponatinibe.
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Tabela 4.1 — Resultado de docking molecular feito com programa Glide, entre os principais
farmacos encontrados no mercado e as diferentes variagdes da tirosina quinase.
Os valores numéricos representam as energias de interacdo entre a proteina alvo e
ligante, valores expressos em Kcal/mol. Fonte: DO AUTOR.

Proteina Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe Ponatinibe

I0PJ -13.955 -9.079 -13.631 -12.961
T3151 -11.922 -7.223 -4.892 -13.313
T315A -13.054 -9.901 -13.487 -13.086
L248R -12.223 -9.897 -12.155 -12.915
Y253H -12.237 -10.594 -11.510 -12.428
F359C -7.016 -8.440 -11.794 -9.829

G250E -13.701 -12.881 -13.882 -13.474
Q252H -12.026 -11.038 -13.658 -13.252

E255K -13.021 -9.273 -13.561 -13.645
V299L -12.120 -13.908 -11.032 -13.908
F317L -11.179 -8.616 -12.901 -12.877
H396R -13.016 -9.689 -14.120 -13.681

A356N -13.844 -10.006 -13.590 -13.012
F359Vv -11.613 -10.208 -11.815 -13.449
L387M -13.747 -10.527 -13.629 -13.001
M244V -13.156 -10.397 -13.511 -13.187
M351T -13.967 -9.721 -13.477 -13.380
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4.2 DOCKING DAS MOLECULAS COM PROTEINA NA FORMA SELVAGEM E AS 16
MUTACOES MAIS CITADAS NA LITERATURA.

Usando os dois métodos obteve-se um total de mais de 6000 moléculas nos quadro
abaixos estdo o resultado de cada proteina selvagem e as principais mutacdes sugeridas pela
literatura com esse universo de moléculas, para que nao perca a referéncia foi colocado também

os principais farmacos, os docking feito pelo Glide usando como critério o GScore em KJ/mol.

Essa primeira tabela é referente a proteina tirosina quinase Ber-Abl 10PJ. Para compor
o quadro, foi escolhido 30 moléculas escolhidas pela sua melhor pontuacao(GScore). Podendo
comparar diretamente com moléculas: Imatinibe Dasatinibe Nilotinibe e Ponatinibe todas reti-
rada do banco de dados Zinc. Os valor do docking feito com Imatinibe foi de —13.955 KJ/mol,
Nilotinibe foi de —13.631 KJ/mol e o Ponatinibe foi —12.961 KJ/mol. Na forma selvagem
todos os farmacos testado tiveram um bom resultado.

Tabela 4.2 — Valores do GScore do docking das moléculas proteina selvagem 10PJ. Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

680 -15.340 559 -14.363 730 -13.913
632 -15.332 702 -14.267 662 -13.906
681 -15.148 703  -14.166 791 -13.903
781 -15.132 688 -13.977 687 -13.875
782 -14.649 711 -13.977 715 -13.875
723 -14.601 764 -13.958 715 -13.844
721 -14.445 661 -13.949 766 -13.844
670 -14.394 647 -13.923 701 -13.801
700 -14.369 748 -13.922 732 -13.690
558 -14.367 773 -13.916 646 -13.688

O docking foi feito pelo Glide na proteina tirosina quinase Ber-Abl, os valores de GS-
core apontam uma maior eficiéncia das moléculas geradas em relacao aos principais farmacos,
como mostra a Tabela A molécula de nimero 680 foi a de melhor resultado; a figura
mostra a interagdes da molécula com a proteina como: 5 interacdes de hidrogénio, 1 interacao
-7 e uma interacdo m-cition. As interacoes feitas pelo melhor inibidor tirosina quinase Abl

apontado foi o Ponatinibe, as interagdes demonstradas por esse inibidor estido presente na figura
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Figura 4.2 — - A figura (a) mostra a Interacdo entre a molécula 680 e a 10OPJ na forma selvagem,
A figura (b) mostra a Interacdo entre a molécula do Ponatinibe e a 10PJ na forma
selvagem. Fonte: DO AUTOR
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que sdo: 4 interagcdes de hidrogénio € uma interagdo 7-7; neste critério de observacao com-
prova que a molécula 680 estd mais firmemente ancorada no no sitio de ligacao da proteina. En-
tretanto, a molécula do Ponatinibe confirmando a tendéncia dos inibidores de segunda geracgao,

interage diretamente com um residuo 400 (aspartato) (AVILA et al.,[2010).
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Tabela 4.3 — Valores do GScore do docking das moléculas proteina mutada T315I. Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

782 -13.571 676 -12.869 681 -12.502
687 -13.419 624 -12.852 791 -12.307
715 -13.419 647 -12.832 625 -12.293
688 -13.402 680 -12.803 632 -12.201
711 -13.402 764 -12.734 730 -12.130
781 -13.280 702 -12.728 670 -12.077
703 -12.960 558 -12.689 748 -12.061
674 -12.943 773 -12.673 634 -12.031
701 -12.916 700 -12.670 742 -11.962
675 -12.871 646 -12.575 559 -11.893

Os resultados do docking dessa mutacdo com Imatinibe confirmou pouca interagao.
O valor encontrado foi -11.922 KJ/MOL, seguido por pelo GScore de -7.223 KJ/MOL, do
Dasatinibe, Contudo o Ponatinibe demonstrou um GScore de- 13.313 KJ/MOL, bem superior
aos demais testados. Contudo, pelo menos 4 moléculas encontradas tiveram o resultado melhor

que Ponatinibe, sendo essa mutagdo a mais agressiva, principal causa de 6bitos.

A mutagdo T3151 é hoje o principal alvo terapéutico, Essa modalidade da tirosina
quinase Bcr-Abl ndo tem um farmaco que induz a sua inibigdo com seguranga para o paci-
ente. Usando os critérios ja mencionados foram selecionados 30 moléculas dentre o universo
de moléculas usadas. Estdo foram selecionadas pelo seus GScore. Para que se tenha uma
comparacao foi realizado o docking dos principais farmacos. Neste caso, foi selecionada a
molécula de nimero 782KJ/mol, com valor de GScore na ordem de —13.571KJ/mol, e o GS-
core do Ponatinibe —13.313KJ/mol, apesar de parecidos pelo valor de seus scores ha diferencas
sutis se comparados com cada uma das moléculas que estdo dentro da proteina alvo. Como
mostrado na figura ha mais interacdes de hidrogénio que na figura do farmaco Ponatinibe
como mostra a figura 4.3} e mais interacdes -7, de modo geral a molécula 782KJ/mol possui
maior interacao que o Ponatinibe. Esta molécula estd ma tabela da proteina selvagem ficou
ranqueada em 5° lugar com GScore de —14.649KJ/mol demonstrando ter condi¢des de inibir,

também na forma selvagem da proteina em questao.
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Figura 4.3 — - Na figura (a) mostra a Interacio entre a molécula 782 e a mutacao T315I.
Na figura (b) mostra a Interacao entre a molécula do Ponatinibe e a mutacao
T3151.Fonte: DO AUTOR
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Figura 4.4 — - Molécula 781 em azul e molécula do ponatinibe em verde,
dendro do bolso de ligacdo da T3151. Fonte: DO AUTOR

Tabela 4.4 — - Valores do GScore do docking das moléculas proteina mutada T315A. Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

688 -14.160 674 -13.654 755 -13.257
781 -14.093 675 -13.645 703 -13.238
711 -14.093 676 -13.641 558 -13.229
721 -14.038 734 -13.605 634 -13.046
687 -13.920 709 -13.572 730 -12.974
715 -13.920 684 -13.572 624 -12.896
751 -13.884 700 -13.348 766 -12.873
559 -13.764 773 -13.284 748 -12.858
782 -13.692 646 -13.282 670 -12.842
680 -13.671 701 -13.263 801 -12.837

Para referenciar realizando docking com Imatinibe o resultado foi de —13.054 KJ/MOL,
para o Dasatinibe foi de —9.901KJ/MOL, para O Nilotinibe € —13.487KJ/MOL e finalmente o

encontrado para Ponatinibe foi —13.086KJ/MOL.

As moléculas geradas também nessa mutacdo tiveram um resultado melhor que os

farmacos, demostrando a for¢ca do universo de moléculas geradas.

A mutacdo T315A é um alvo importante, mas de menor importancia quando compa-
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Figura 4.5 — - A figura (a) mostra a Interacao entre a molécula 688 e a mutacdo T315A.
A figura (b) mostra a Interacao entre a molécula do Nilotinibe a mutacao
T315A. Fonte: DO AUTOR
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rado com a T315I. Dentro do universo ja mencionado das moléculas geradas pelos métodos
em questdo, a molécula de melhor GScore € a 688 como mostra a tabela o valor do GS-
core dessa molécula é —14.160KJ/mol. Estd molécula demonstrou estar firmemente ancorada
na proteina mutada como mostra a figura 4.5| apresentando mais interagdes com proteina que
o melhor fairmaco. O Ponatinibe como mostra a figura este apresentou um GScore de
—13.086. A molécula 782 por exemplo ocupou 0 9° com GScore de —13.692KJ/mol, um valor

bem proximo ao do Ponatinibe.
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Tabela 4.5 — Valores do GScore do docking das moléculas proteina mutada M244V. Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
723 -14.954 687 -13.979 675 -13.619
681 -14.804 715 -13.979 625 -13.614
559 -14.470 680 -13.824 674 -13.596
558 -14.442 661 -13.737 760 -13.556
782 -14.355 801 -13.708 755 -13.523
781 -14.333 764 -13.681 696 -13.509
700 -14.196 676 -13.663 701 -13.506
646 -14.108 534 -13.659 710 -13.501
647 -14.097 464 -13.659 607 -13.501
773 -13.997 624 -13.619 588 -13.501

Os valores do docking desta mutagdo em que valina entra no lugar da metionina com o

Imatinibe foi de —13.156KJ/MOL e o valor encontrado para Dasatinibe foi de —10.397KJ/mol.

O valor encontrado para o Nilotinibe fo1 —13.511KJ/mol e o valor encontrado para o Ponatinibe

—13.187KJ/mol. Quanto mais negativo for o valor melhor, mais favoravel serd a formacao do

complexo.

A mutagdo M244V tem incidéncia de pouca a moderada cuja causa provavel e o au-
mento da entropia da proteina desfavorecendo o Imatinibe, dentro do universo de moléculas a

que teve melhor GScore foi a 723 com valor de —14.954KJ/mol, essa molécula faz interagao

com proteina como mostra a figura que molécula de Nilotinibe que tem o melhor GScore,

messe caso especifico, o resultado do farmaco Nilotinibe foi superior ao Ponatinibe, o GScore

do Nilotinibe é —13.511KJ/mol, enquanto o Ponatinibe ¢ —13.187KJ/mol.



aLy THR
AT LEU ot e TR
L 341 267 1 339
293
H:
ILE WAL M3
LEJ 312 08 S~
ASPL 313
400
AL o
3 340
PHE
336
aLa
393
LEU
289
HN . GLy
Gl _H 335
305
\\ THR: FHE
S 334 401
Lvs
LE AL v ya waL
332 288 275 229
Charged (negative) ) Metal — n-cation
Charged (positive) no Water = H-bond (backbone)

Pdlar ) Hydration site = H-bond (side chain)
Hydrophobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Glycine —e M-N stacking Sdvent exposure

(a)
LELI E'U_'IE LEU aLy
vaL 1LE i B 340 SN
g 318 312 341
3498 o WAL o
317 2ia 267
HIL
240 =
ASP I PHE
400 336
MET \ \\ M -
309 i
/ N “\ MET
& \’/N
SLU
N/\ I M MH e B5
>’J H TYR
— 272
Lvs r *
THR
vaL
8 AL
AL LE LS Pl 289
& 332 230 ol
ILE
333
Charged (hegative) ) Metal — M-Caticn
Charged (positive) Ho WWater + H-bond (backbone)
Pelar ) Hydration site -~ H-bond (side chan)
Hydrephobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Aycine e -1 stacking Solvent exposure

(b)

84

Figura 4.6 — - A figura (a) mostra a Interacdo entre a molécula 723 e a mutagdo M244V.
A figura (b) mostra a Interacao entre a molécula do Nilotinibe e a mutagcao
M?244V. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.6 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo L.248R. Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
732 -14,506 715 -13,090 624 -12,719
782 -14,302 646 -13,009 670 -12,686
680 -14,003 688 -12,979 661 -12,685
681 -13,594 711 -12,979 647 -12,640
781 -13,556 748 -12,879 764 -12,610
742 -13,506 674 -12,846 791 -12,555
730 -13,390 684 -12,812 755 -12,460
702 -13,287 709 -12,812 701 -12,338
703 -13,179 773 -12,803 676 -12,301
687 -13,090 675 -12,784 588 -12,246

Nesta tabela 4.6] pode se notar que os valores das primeiras moléculas sdo bem mais

negativo que valores dos principais farmacos.

Na tabela 4.6 estdo presentes 30 moléculas selecionadas pelo seus GScores expresso

quilo Joule por mol, foi realizado docking com moléculas do Imatinibe e essa mutacdo o va-

lor encontrado foi de —12,223KJ/mol, realizado com molécula de Ponatinibe que gerou um

resultado de —12,915KJ/mol.

Tabela 4.7 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutagcdo F359C.Fonte: DO AU-

TOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
732 -12,605 730 -11,808 464 -11,640
680 -12,486 681 -11,807 534 -11,640
801 -12,283 734 -11,800 634 -11,616
647 -12,206 688 -11,800 791 -11,561
700 -11,959 711 -11,800 766 -11,511
661 -11,938 646 -11,735 588 -11,507
773 -11,914 702 -11,796 607 -11,507
764 -11,832 760 -11,692 710 -11,507
742 -11,816 701 -11,688 684 -11,461
748 -11,811 662 -11,669 709 -11,461

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacido F359C. foram selecionadas

30 melhores moléculas pelo seus GScores. Foi realizado docking com os principais farmacos,



GLN
271
waL A5H GLY
1LE 395 268
31z
WAL Gy
MET 3085 340
09
AP
400
MET
LEU
T 337
TRHE
valL \ 336
313 ARG
267
LELI
T~ HIN » GLu 559
338
305 OH
\ THR
PHE ALA o Ly =
401 399 2a0
ILE ALA vaL VAL
3z 288 275 289
ILE
33
Charged (negative) ) Metal — M-cation
Charged (positive) Heo WWater — H-bond (backbone)
Polar ) Hydration site ~ H-bond (side chain)
Hydrophobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Glycine — N stacking Solvent exposure
(@)
ARG
PHE 267
401
LEL o
LEW 317 aly
373 WAL :’;'8‘ e 240
318 \
/ PHE
PHE 1B asp N 336
an 37 i 400 N
il
sy aLA A =
337
1E
379 ., I LEU
\) 239
MH:
ARG /
381
r
aLll
MET WAL
HD  as 303 s wAL
289
1LE L¥S ALA
332 290 &
ILE THR.
333 324
Charged (negative) ) Metd — M-cation
Charged (positive) Ho Wiater — Hbond (backbone)
Pdlar ) Hydration site = H-bond (side chain)
Hydrophiobic % Displaced hydration site — Metal coordination
dycine s M- stacking Solvent exposure

(b)

86

Figura 4.7 — - A figura (a) mostra a Interag¢do entre a molécula 732 e a mutagao L.248R.
A figura (b) mostra a Interacao entre a molécula do Ponatinibe e a
mutacdo L248R. Fonte: DO AUTOR
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o valor encontrado para o Imatinibe foi de —11,613KJ/mol, enquanto que para o Ponatinibe foi

de —13,449KJ/mol, mostrando que Ponatinibe € melhor inibidor que Imatinibe nesta mutacao.

Tabela 4.8 — Valores do GScore do docking das moléculas com a mutacdo G250E.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
782 -16,133 742 -13,874 674 -13,644
781 -14,740 647 -13,788 634 -13,633
558 -14,556 662 -13,777 675 -13,628
755 -14,045 646 -13,773 676 -13,625
680 -14,032 670 -13,758 760 -13,594
625 -13,972 701 -13,714 734 -13,513
764 -13,971 751 -13,708 700 -13,492
730 -13,957 464 -13,692 681 -13,376
773 -13,937 534 -13,692 588 -13,369
721 -13,882 624 -13,667 607 -13,369

Valores do GScore do docking das moléculas com a mutagdo G250E. Foram selecio-

nadas 30 moléculas com melhores GScore para compor a tabela, foi realizou-se o docking desta

mutagdo com as principais moléculas dos farmacos. O resultado com a molécula de Imatinibe

foi de —13,701KJ/mol e com molécula do Ponatinibe foi de —13,474KJ/mol.

Tabela 4.9 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutagdo Y253H.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
681 -13,456 688 -12,350 634 -12,039
559 -13,281 711 -12,350 730 -11,909
680 -12,906 751 -12,344 670 -11,881
687 -12,694 766 -12,329 764 -11,852
715 -12,694 647 -12,205 773 -11,845
625 -12,604 661 -12,200 742 -11,843
796 -12,588 791 -12,191 558 -11,733
646 -12,579 675 -12,154 702 -11,728
782 -12,488 781 -12,141 588 -11,624
624 -12,361 748 -12,116 607 -11,624

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo Y253H. Foram seleciona-

das 30 moléculas com melhores GScores em KJ/MOL, para compor tabela abaixo, foi realizado
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Figura 4.8 — - A figura (a) mostra a Interacao entre a molécula 732 e a mutacdo F359C.
A figura (b) mostra a Interacao entre a molécula do Ponatinibe e a
mutagdo F359C. Fonte: DO AUTOR
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Figura 4.9 — - A figura (a) mostra a Interacao entre a molécula 782 e a mutacao G250E.
- A figura (b) mostra a Interac@o entre a molécula do Imatinibe e a
mutacido G250E. Fonte: DO AUTOR
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0 docking com molécula de Imatinibe. O valor encontrado foi de —12,237KJ/mol e a molécula
de Ponatinibe —12,428KJ/mol. A tabela[4.9] mostra que pelo menos 9 moléculas geradas pos-

sui a capacidade inibitéria melhor que os farmacos analisados, usando estes critérios.
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Figura 4.10 — - Interacdo entre a molécula 681 e a mutagdo Y253H. Fonte: DO AUTOR

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacao Q252H. Usando o mesmo
critério foram selecionadas 30 moléculas com seus melhores GScores em KJ/MOL, foi reali-
zado o docking com a molécula de Imatinibe —12,026KJ/mol e com molécula do Nilotinibe

—13,658KJ/mol e Ponatinibe —13,252KJ/mol.
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Figura 4.11 — - A figura (a)Interacdo entre a molécula 732 e a mutacdo Q252H.
- A figura (b) mostra a Interac@o entre a molécula do Imatinibe e a
mutagdo Q252H. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.10 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacao Q252H.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
732 -15,587 773 -13,993 701 -13,714
559 -14,818 625 -13,930 674 -13,710
751 -14,652 647 -13,889 676 -13,695
702 -14,478 646 -13,884 734 -13,644
632 -14,283 661 -13,805 723 -13,640
782 -14,261 703 -13,770 766 -13,621
681 -14,129 730 -13,768 675 -13,621
662 -14,002 687 -13,758 742 -13,604
764 -13,996 715 -13,758 684 -13,555
680 -13,995 781 -13,733 709 -13,555

Tabela 4.11 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo E255K.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
781 -15.912 688 -13.803 755 -13.565
680 -15.346 711 -13.803 676 -13.555
782 -14.811 646 -13.787 675 -13.541
681 -14.804 701 -13.698 760 -13.513
558 -14.326 534 -13.661 734  -13.496
773 -13.923 464 -13.661 742  -13.487
647 -13.912 624 -13.623 634 -13.461
730 -13.874 674 -13.604 766 -13.437
748 -13.842 670 -13.593 732 -13.401
661 -13.839 791 -13.582 696 -13.364

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo E255K. Realizou-se o

docking usando o programa Glide com os principais farmacos. O valor do GScore encon-

trado para molécula de Imatinibe foi de —11.179KJ/mol e para molécula de Dasatinibe foi de

—8.616KJ/mol, para Nilotinibe foi de —12.901KJ/mol e ultimo farmaco analisado foi o Pona-

tinibe cujo o resultado foi de —12.877 KJ/mol.

Na mutacdo E255K, seu mecanismo de resisténcia ndo estd muito bem compreen-

dido, mas acredita-se que a mutacao causa um desarranjo geométrico na proteina, diminuindo

a interagdo com farmaco. A melhor molécula escolhida pelo fungdo de pontuacdo o GScore €
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Figura 4.12 — - A figura (a) mostra a Interac¢do entre a molécula 781 e a mutagdao E255K.
- A figura (b) mostra a Interac@o entre a molécula do Imatinibe e a
mutacdao E255K. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.12 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo F317L.Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

801 -12.765 684 -11.483 696 -11.284
646 -12.313 709 -11.483 748 -11.276
681 -11.771 764 -11.469 791 -11.268
634 -11.674 701 -11.455 732 -11.160
624 -11.659 625 -11.386 588 -11.140
662 -11.651 688 -11.383 607 -11.140
661 -11.619 711 -11.383 710 -11.140
700 -11.585 687 -11.349 730 -11.044
464 -11.578 715 -11.349 647 -11.020
534 -11.578 773 -11.321 680 -11.015

a 781 com valor de —15.912KJ/mol. A figura d.12] mostra as interacdes feitas pela molécula
e a figura mostra a interagdo da proteina mutada e farmaco Ponatinibe. O Ponatinibe
possui menos interacdo com mutagao (interagdes de hidrogénio e interacdes 7-7) o que resulta

diretamente na fun¢do de pontuacdo do farmaco: —13.645KJ/mol.

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo F317L. A tabela foi cons-
truida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutacao com
os principais farmacos. O valor do GScore encontrado para o Imatinibe —11.179 KJ/mol, o va-
lor encontrado para o Dasatinibe foi de —8.616KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —12.901KL/mol

—12.877 KJ/mol.

Os resultados encontrados nesta mutacdo mostram valores dos fairmacos levemente
superior ao encontrados pelo universo das moléculas. A mutacdo F317L tem incidéncia alta
segundo (WEISBERG et al., 2007). O mecanismo de reagdo € de forma direta, diminuindo as
interacoes com Imatinibe, a figura 4.13} mostra as interagdes entre a proteina tirosina quinase
Ber-Abl com a molécula 801. As interagdes mostradas sdo: 5 interagdes de Hidrogénio 1 7-
cition 1 -7, 0 GScore e —12.765KJ/mol como é mostrado na tabelad.12] O melhor farmaco

e Nilotinibe com GScore de —12.901KJ/mol.

Valores do GScore do docking das moléculas com mutagcdo E355G. A tabela foi cons-
truida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutacao com

os principais farmacos, o valor do GScore encontrado para o Imatinibe foi —10.223 KJ/mol, o
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Figura 4.13 — - Em (a) Interacao entre a molécula 801 e a mutacdo F317L.

- A figura (b) mostra a Interag@o entre a molécula do Nilotinibe e a
muta¢do F317L. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.13 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo E355G.Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

781 -16.127 764  -13.946 701 -13.622
782 -16.112 661 -13.907 676 -13.610
559 -14.737 688 -13.889 732 -13.597
558 -14.469 711 -13.889 625 -13.593
700 -14.130 670 -13.814 624 -13.591
680 -14.059 674 -13.794 766 -13.583
646 -13.993 703 -13.781 760 -13.539
681 -13.991 647 -13.778 734 -13.500
773 -13.956 687 -13.735 710 -13.490
730 -13.947 715 -13.735 607 -13.490

valor encontrado para o Dasatinibe foi de —11.005KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —13.582KL/mol

a molécula do Ponatinibe foi de —12.982 KJ/mol.

Na mutagao E355G, seu mecanismo de resisténcia ndo estd muito bem compreendido,
a incidéncia dessa mutacao ¢ alta segundo (WEISBERG et al., 2007), a melhor molécula esco-
lhida pelo fun¢do de pontuagdo GScore é a 781 com valor de —16,127KJ/mol como mostra
a tabela [4.13] A figura mostra as interacdes feitas pela molécula como: 5 interagdes de
Hidrogénio 1 ligacdo 7-7 1 interacdo m-cation. A figura 4.14] as interacdes do farmaco com
a proteina mutada como: 4 interagdes de Hidrogénio 1 ligacdo -7 1 interacdo. O Ponatinibe
possui menos interacdo com mutagao (interagdes de hidrogénio e interacdes 7-7) o que resulta

diretamente na funcao de pontuagdo do farmaco é —13,582KJ/mol.

Os valores encontrados no GScores do docking das moléculas com mutacao E355G.
A tabela foi construida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking
desta mutacdo com os principais farmacos, o valor do GScore encontrado para o Imatinibe
—10.223 KJ/mol, o valor encontrado para o Dasatinibe foi de —11.005KJ/mol, para o Nilotinibe

foi de —13.582KL/mol a molécula do Ponatinibe foi de —12.982 KJ/mol.

os Valores dos GScores do docking das moléculas com a mutagao H396R. A tabela foi
construida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutacdo
com os principais farmacos, o valor do GScore encontrado para o Imatinibe —13,016KJ/mol, o

valor encontrado para o Dasatinibe foi de —9,689KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —13,681KJ/mol
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Figura 4.14 — - Na figura (a) mostra a Interacdo entre a molécula 781 e a mutagao E355G.
- Na figura (b) mostra a Interagcdo entre a molécula do Nilotinibe e a
mutacdo E355G. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.14 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdao E355G.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
781 -16.059 773 -14.282 755 -14.024
782 -15.112 730 -14.251 674 -13.992
559 -14.940 687 -14.237 675 -13.971
721 -14.879 715 -14.204 676 -13.970
558 -14.836 764 -14.200 732 -13.944
647 -14.536 734 -14.191 766 -13911
646 -14.477 700 -14.171 624 -13.894
681 -14.408 670 -14.116 661 -13.888
680 -14.372 791 -14.057 702 -13.837
748 -14.372 625 -14.049 634 -13.833

Tabela 4.15 — Valores do GScore do docking das moléculas com a mutacao H396R.Fonte: DO

AUTOR
Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore
782 -15.823 766 -13.982 662 -13.968
751 -14.924 647 -13.944 710 -13.720
681 -14.874 730 -13.922 607 -13.720
781 -14.807 687 -13.898 588 -13.720
558 -14.433 715 -13.898 764 -13.719
559 -14.398 680 -13.855 676 -13.624
702 -14.225 646 -13.797 675 -13.603
734 -14.013 661 -13.795 625 -13.576
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Figura 4.15 — - Na figura (a) mostra a Interag@o entre a molécula 781 e a mutagao V299L.
- Na figura (b) mostra a Interac@o entre a molécula do Ponatinibe e a
mutacdo V299L. Fonte: DO AUTOR
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a molécula do Ponatinibe foi de —13,908 KJ/mol.

A mutagdo H396R, ndo interage diretamente com farmaco, mas de forma indireta, mo-
dificando geometricamente a proteina. Essa mutag¢do tem incidéncia moderada, dentro do uni-
verso de moléculas geradas a de melhor GScore € a molécula 782. Tornando a repetir um bom
resultado também nessa mutagdo. A figura [4.16] mostra a molécula no sitio ativo da proteina
realizando mais interagdes do tipo: Hidrogénio, m-cation 7-7, na figura mostra as mes-
mas interacdes, mas em grau menor. Este fato reflete diretamente no GScore a molécula 782
¢ —15.823KJ/mol enquanto a Nilotinibe é —14.120KJ/mol. Este estudo aponta uma maior

eficiéncia do Nilotinibe em relacdo ao Ponatinibe.

Tabela 4.16 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo A356N.Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

782 -16.030 687 -13.862 674 -13.659
781 -15.251 715 -13.862 675 -13.628
680 -15.135 670 -13.859 676 -13.622
681 -15.076 764 -13.837 676 -13.622
558 -14.713 688 -13.833 796 -13.607
559 -14.471 711 -13.833 634 -13.606
661 -13.966 625 -13.806 534 -13.567
624 -13.955 730 -13.804 464 -13.567
647 -13.883 646 -13.787 755 -13.553
701 -13.871 791 -13.690 700 -13.535

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo A356N. A tabela foi cons-
truida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutacao com
os principais farmacos, o valor do GScore encontrado para o Imatinibe —13.844KJ/mol, o valor
encontrado para o Dasatinibe foi de —13.590KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —13.012KJ/mol

a molécula do Ponatinibe foi de —13,908 KJ/mol.

A mutagdo A356N, tem incidéncia moderada, dentro do universo de moléculas gera-
das a de melhor GScore é a 782, tornando a repetir um bom resultado também nessa mutagao.
A figura mostra a molécula no sitio ativo da proteina realizando mais interacdes do tipo:
Hidrogénio, m-cition -7, na figura 4.17| mostra as mesmas interacdes mas em grau menor.

Este fato reflete diretamente no GScore, a molécula 782 é —16.030KJ/mol enquanto a Niloti-
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Figura4.16 — - A figura (a) mostra a Interacdo entre a molécula do Ponatinibe e a mutagdo
H396R.
A figura (b) mostra a Interacdo entre a molécula 782 e a
mutacdo H396R. Fonte: DO AUTOR
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nibe € —13.590KJ/mol, neste estudo aponta uma maior eficiéncia do Nilotinibe em relagdo ao
Ponatinibe.

Tabela 4.17 — Valores do GScore do docking das moléculas com mutagdo M351T.Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

781 -16.105 773 -13.947 742  -13.687
782 -15.069 730 -13.942 734 -13.655
680 -14.856 748 -13.857 625 -13.636
751 -14.509 688 -13.846 674 -13.632
558 -14.455 711 -13.846 670 -13.632
559 -14.323 700 -13.803 676 -13.615
703 -14.128 764  -13.796 675 -13.614
702 -14.108 647 -13.792 760 -13.551
681 -14.057 687 -13.715 634 -13.496
646 -13.980 715 -13.715 632 -13.460

Valores do GScore do docking das moléculas com mutacdo M351T. A tabela foi cons-
truida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutagao
com os principais fadrmacos, o valor do GScore encontrado para o Imatinibe —13.844KJ/mol, o
valor encontrado para o Dasatinibe foi de —13.590KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —13.012KJ/mol

a molécula do Ponatinibe foi de —13,908 KJ/mol.

A mutagdo M351T € considerada de alta incidéncia. Seus mecanismos de resisténcia
supostamente de forma indireta, aumentando a entropia da tirosina quinase Bcr-Abl e dimi-
nuindo a interagdo com inibidor, A melhor molécula com melhor GScore € a 781 seguida da
molécula 782. A figura4.18|mostra a interagao da molécula com sitio ativo da tirosina quinase,
5 interag¢des de hidrogénio: uma interacdo 7-7, € uma interacdo 7-cation, comparando com o
farmaco Imatinibe como mostra na figura{4.18| que possui cinco interagdes de hidrogénio, uma
interacdo 7-7. Comparativo entre as figura mostra que a molécula 781 possui maior interagao
com proteina alvo que o farmaco influin do diretamente no resultado do GScore, enquanto GS-
core da molécula 781 é —16.105KJ/mol do Imatinibe é de —13.967KJ/mol, neste caso o IM

teve um resultado melhor que farmacos de segunda geracao.

Valores do GScore do docking das moléculas com a mutacao L387M. A tabela foi cons-
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Figura 4.18 — - A figura (a) mostra a Interacdo entre a molécula Imatinibe e a mutagao A356N.
A figura (b) mostra a Interacdo entre a molécula 782 e a
mutacdo A356N. Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.18 — Valores do GScore do docking das moléculas com a mutacao L387M.Fonte: DO
AUTOR

Molécula GScore Molécula GScore Molécula GScore

782 -15.849 773 -13.959 464 -13.689
781 -15.559 766 -13.945 674 -13.633
681 -14.987 687 -13.869 734 -13.587
723 -14.682 715 -13.869 675 -13.555
558 -14.531 688 -13.841 676 -13.545
559 -14.462 711 -13.793 755 -13.540
702 -14.088 647 -13.785 751 -13.533
764 -14.056 661 -13.728 710 -13.508
680 -14.054 801 -13.721 607 -13.508
703 -13.994 534 -13.689 588 -13.508

truida com 30 moléculas selecionadas pelo seu GScore, realizando o docking desta mutacao com
os principais farmacos. O valor do GScore encontrado para o Imatinibe foi de —13.747KJ/mol,
o valor encontrado para o Dasatinibe foi de —10.527KJ/mol, para o Nilotinibe foi de —13.629KJ/mol

a molécula do Ponatinibe foi de —13.001KJ/mol.

A mutacdo L.387M possui uma incidéncia de baixa a moderada. Seu mecanismo de
resisténcia € de forma indireta, ndo tendo contato direto com inibidor, mas ainda ndao bem clara
seu papel, mas acredita-se que aumenta a entropia da molécula, desfavorecendo a ligacao do
inibidor com a proteina tirosina quinase. A molécula de melhor resultado € 782 como mostra
a tabela .18] A figura .19 mostra a interagdes contendo: cinco interagdes de Hidrogénio,
duas interacdo 7-7 uma interacdo 7-cation, entre as molécula e tirosina quinase, o GScore
de —15.849KJ/mol. A figura [4.20| mostra a interagdo do Imatinibe tirosina quinase contendo:
quatro intera¢des de Hidrogénio, uma interacao tipo 7-7, e valor do GScore de —13.747KJ/mol,

ligeiramente superior ao inibidores de segunda geracgao.

Na tabela}.21] podemos ver que todas as moléculas estudadas (incluindo os farmacos
de referéncia ) formam mais do que trés ligacdes de hidrogénio (coluna HBond) com o recep-
tor das proteinas e estas ligacdes sdo fortes (distancias de ligagdo sdo apresentados na coluna
HBondD). Em todos os casos, as moléculas geradas t€ém mais energias de interacdo com os

seus receptores mais baixos do que os farmacos de referéncia. Isto indica que os complexos
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Figura 4.19 — - A figura (a) mostra a Interag¢@o entre a molécula Imatinibe e a mutacdo L387M.
A figura (b) mostra a Interacdo entre a molécula 782 e a
mutacdao L387M.Fonte: DO AUTOR
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Tabela 4.19 — Resultado da primeira parte do teste QikProp com as principais moléculas gera-
das.Fonte: DO AUTOR

Molécula stars QPlogPoct QPlogPw QPlogPo/w QPlogS QPlogHERG
000000558.1 3 23,073 14,423 3,948 -4,518 -8,325
000000559.1 3 23,15 14,46 3,936 -4,539 -8,329
000000674.1 1 23,448 16,122 3,575 -5,022 -5,431
000000675.1 2 23,521 16,231 3,634 -5,212 -5,618
000000676.1 1 23,895 16,23 3,635 -5,199 -5,588
000000680.1 3 31,479 24,563 1,854 -4,36 -6,411
000000684.1 1 30,462 24,43 1,625 -3,965 -6,003
000000687.1 1 28,079 19,927 3,099 -5,221 -5,563
000000688.1 1 28,261 19,939 3,106 -5,254 -5,569
000000700.1 5 24,227 15,27 4,777 -7,164 -7,076
000000701.1 5 24,141 15,442 4,776 -7,081 -7,072
000000703.1 4 22,794 11,88 5,637 -7,914 -8,305
000000624.1 3 22,401 13,336 4,762 -6,078 -7,561
000000634.1 1 25,316 16,115 4,014 -5,98 -7,564
000000646.1 3 25,615 18,349 3,647 -5,136 -6,233
000000715.1 1 28,079 19,927 3,099 -5,221 -5,563
000000721.1 2 23,821 13,896 4,482 -5,409 -8,443
000000730.1 2 23,44 16,023 3,543 -5,077 -5,343
000000734.1 2 21,257 13,081 4,552 -5,918 -5,384
000000709.1 1 30,462 24,43 1,625 -3,965 -6,003
000000751.1 3 24,364 15,104 3,727 -4,725 -8,263
000000755.1 2 27,944 23,046 1,51 -3,473 -5,926
000000711.1 1 28,261 19,939 3,106 -5,254 -5,569
000000766.1 2 22,844 15,428 3,591 -5,213 -5,425
000000773.1 2 21,664 12,813 4,938 -6,245 -5,466
000000781.1 3 24,868 14,824 4,941 -6,617 -5,96
000000782.1 2 24,674 14,692 4,973 -6,444 -5,879
Nilotinibe. 1 3 28,741 15,752 6,15 -9,733 -8,422
IMATINIBE.1 2 27,532 17,33 3,413 -4,718 -9,304
PONATINIB.1 0 27,981 17,457 2,906 -5,242 -7,284
Dasatinibe 1 26,416 14,76 4,385 -5,704 -8,984
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Tabela 4.20 — Resultado da segunda e tltima parte do teste QikProp com as principais moléculas
geradas.Fonte: DO AUTOR

Molécula QPlogKp OralAbsor PercOralAbsor PSA  RuleOfFive RuleOfThree

000000558.1 -2,532 1 95,082 87,534 0 1
000000559.1 -2,613 1 94,243 89,226 0 1
000000674.1 -2,157 2 79,924 119,925 0 1
000000675.1 -2,139 2 80,082 120,635 0 1
000000676.1 -2,166 2 79,877 121,453 0 1
000000680.1 -3,091 2 64,82 158,837 0 1
000000684.1 -2,759 2 69,128 151,076 0 1
000000687.1 -2,628 2 73,033 147,458 0 1
000000688.1 -2,666 2 72,759 148,167 0 1
000000700.1 -1,626 1 95,887 118,388 0 2
000000701.1 -1,63 1 95,516 118,542 0 2
000000703.1 -1,312 1 94,29 101,084 1 2
000000624.1 -0,227 3 100 78,309 0 2
000000634.1 -1,201 3 100 105,087 0 2
000000646.1 -1,25 1 93,655 108,551 0 1
000000715.1 -2,628 2 73,033 147,458 0 1
000000721.1 -2,732 3 100 88,156 0 1
000000730.1 -2,35 3 78,673 120,352 0 0
000000734.1 -1,778 3 91,409 101,548 0 1
000000709.1 -2,759 2 69,128 151,076 0 1
000000751.1 -3,61 2 84,912 101,951 0 1
000000755.1 -2,99 2 65,339 144,628 0 1
000000711.1 -2,666 2 72,759 148,167 0 1
000000766.1 -2,51 3 77,808 124,5 0 0
000000773.1 -1,572 1 94,98 99,95 0 2
000000781.1 -2,234 1 84,929 124,769 0 2
000000782.1 -1,949 1 87,756 120,316 0 2
Nilotinibe.1 -1,333 1 90,04 87,565 2 2
IMATINIBE.1  -5,181 2 80,188 83,511 0 1
PONATINIB.1  -4,316 3 84,427 98,748 0 0
Dasatinibe -5,468 2 72,993 72,492 1 1
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sd0 mais estaveis. A interacdes lipofilicas sdo mediadas pelas forcas de dispersao de London.
Estas forcas fazem parte da forcas de Van Der Waals e tém em conta a interacdo intermolecular
, podendo ser classificadas como bons ou maus contatos, dependendo das distancias atomica.
Portanto, ele pode ser usado para estimar a qualidade da interac@o entre ligante-receptor. Na

tabela a energia de interagdo lipofilica (LipoE) .

Tabela 4.21

Complex HBondE LipoE ElectE HBond Good Bad HBondDc

10PJ+680 -3,226  -7,705 -1,061 6 486 9 1,796;1,890;1,975
10PJ+Imatinib 2499 7,27 -1,55 4 516 12 1,900;2,097;2,135
T3151+781 -3,407 7,54  -0,47 3 482 15 1,900;2,097;2,135
T315I+Imatinib -1,545  -6,835 -1,651 4 563 20 1,548;1,832;2,029
T315A+781 -3,447  -7,7759  -0,79 3 447 11 1,754;2,005;2,129
T315A+Nilotinib  -1,455  -7,175 -0,829 3 455 7 2,020;2,031;2,071
M244V+723 -1,988  -7,737 -2,312 4 448 13 1,793;2,029;2,096
M244V+Nilotinib ~ -1,61 -7,561 -0,831 3 529 8 1,781;1,911;2,225
E355G+781 -4,282  -7,545 -1,151 5 462 14 1,662;1,756;2,005
E355G+Nilotinib ~ -1,653  -7,703 -0,789 3 531 10 1,872;2,018;2,108
H396A+781 -3,957  -7,593 -1,145 5 457 9 1,675;1,813;1,983
H396A+Nilotinib  -1,795  -7,516 -1,003 3 521 11 1,648;1,948;1,970

As moléculas geradas foram ancoradas usando-se um protocolo onde o encaixe €
rapido e com menor esforco computacional. Para isso a flexibilidade da proteina ndo € in-
centivada, neste ambiente onde alvo € rigido. No universo de moléculas foi feita a primeira
triagem para identificar quais sdo as melhores moléculas, de todas as mutacdes referida neste
trabalho, foi feita essa pesquisa, na qual foi eleita a melhor de cada modalidade. A figura[d.20|
mostra a elei¢cdo de cada molécula e de cada mutacdo em comparacgdo com os principais TKI.
Nesta figura, quanto mais negativo for, melhor serd inibidor, seguindo preceitos da energia li-
vre de Gibbs. O que se pode comprovar que nesta modalidade, as moléculas geradas sdo bem

superiores aos farmacos.
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Proteinas

Figura 4.20 — - Gréfico da melhor molécula GScore de cada mutagdo e o melhor TKI.
Fonte: DO AUTOR
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—a#— Numero de repeticdo que a molécula obteve o melhor Gscore

Incidéncia

Mol-681 Mol-801 Mol-688 Mol-762 Mol-781 Mol-732 Mol-723 Mol-680

Moléculas

Figura 4.21 — - Numero de que cada molécula obteve o melhor GScore.
Fonte: DO AUTOR
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No intuito de tentar eleger uma molécula que tenha um bom resultado para todas as
mutacdes, foram observadas as repeticoes. Neste caso, tivemos uma molécula 782 que se repetiu
5 vezes, 781 4 vezes e a 732 2 vezes como mostra a ﬁgura@ Fisicamente a molécula 782
e 781 tem pouca diferenca, que elegem essas moléculas terem um bom resultado usando um

critério com maior rigor e levando em conta certa flexibilidade da proteina. O protocolo usado

foi o IFD.

—a— |matinibe
—e— Dasatinbe
—&— Nilotinibe
—w»— Ponatinibe

E —&— mol-688

=

(4]

4

W

Jub]

e

[ 4]

w

O

0P T3151 T315A L248R YI53H FI99C GI50E QI52H EXE5K VI99L FI1TL HO96R AJ5SEM F339v LIGTM MZ4d4v WGI1T

Proteinas

Figura 4.22 — - IFD da molécula 688 comparada com os inibidores TKI.
Fonte: DO AUTOR

Concluiu-se que o IFD de cada molécula lider com sua respectiva proteina ndo foi
o que se esperava. O GScore ficou bem inferior chegando até 4 unidades. Noto-se que as
moléculas que possuiam menor capacidade de rotacdo de grupos, o tempo de cdlculo que em
media era de 6 horas. E redugio 3 seguindo de GScores ruins, nio confirmou o que apontava o
protocolo rapido, acreditando que o universo de moléculas encontrado, tinham ligantes, capaz
de inibir eficazmente a proteina em suas vérias facetas mutadas. Foram feitos varios testes e

uma molécula chamou atencdo: a 688 teve um bom resultado em todas as mutacdes testadas
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como mostra a figura No teste do QikProp tem bom resultado como mostra a tabela4.19}
seu GScore graficamente ¢ linear, podendo ser comparada sim com os TKI, em quase todos os

casos sendo superior a0s mesmos.
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5 CONCLUSOES

Os farmacos encontrados no mercado sdo capazes de controlar a atividade da tirosina
quinase na forma selvagem, mas as mutagdes que ocorrem no sitio ativo, diminuem a atividade
deles. O Mesilato de Imatinibe tem pouca ou nenhuma influéncia no controle das atividades
dessas enzimas, ja os inibidores de segunda linha como Dasatinibe tem uma melhora em alguns
casos de mutacdes, mas € incapaz de controlar todas a mutagdes mantendo-a doenca na forma
controlada (cronica). O terceiro farmaco, o Nilotinibe, apresenta, uma melhor resposta em
relacdo aos farmacos ja apresentados, porém, incapaz de controlar a mutagdo mais agressiva
T5151 (vide tabela [.1)). A molécula ponatinibe apresenta a melhor resposta na mutagio T315I,

mas o farmaco ainda se encontra em fase de teste.

As moléculas sugeridas pelos os métodos usados demonstram um grande potencial
para se tornar um farmaco. Em todas as mutagdes os GScores foram superiores aos farmacos
encontrados no mercado, demonstrando possuirem mais interacdes enzima receptor que TKI

mais citados na literatura.

No entanto, fica claro que apenas o Glide e 0 ADME nao sdo suficientes para deter-
minar a potencialidade das moléculas a se tornaram candidatos a farmacos. Os célculos mais
elaborados sdo precisos. Neste caso, foi usado o IFD, que desmascarou possiveis falsos resul-
tados, e apontou novos candidatos, como por exemplo a molécula 688 que obteve um excelente
resultado frente a proteina selvagem e a principal mutagdo T315I. Seguindo seu bom resultado
em todas as mutacdes descrita neste trabalho, elegendo-se assim, nesta parte da pesquisa (in

silico), a passagem para proximas fases que candidato a farmaco tem que percorrer.
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Anexo



ANEXO A - SIMBOLOGIA E NOMENCLATURA DOS AMINOACIDOS

Tabela A.1 — Mutag¢des induzidas na 10PJ referente a 3QRI cédigo do PDB

Fonte: Do autor

Proteina 3QRI

Proteina 10PJ

T3151
T315A
L248R
Y253H
F359C
G250E
Q252H
Y235F
E255K
V299L
F317L
M351T
A356N
F359V
L387M
M244V

T334L
T334A
L267R
Y272H
F378C
G269E
Q271H
Y254F
E274K
V318L
F336L
M378T
A375N
F378V
L406M
M263V
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Tabela A.2 — Simbologia e nomenclatura dos aminoacidos.

Nome Simbolo | Abreviagdo | Nomenclatura

Glicina Gly, Gli G Acido 2-aminoacético

Alanina Ala A Acido 2-aminopropidnico

Leucina Leu L Acido 2-aminoisocapréico

Valina Val A% Acido 2-aminovalérico

Isoleucina Ile I Acido 2-amino-3-metil-n-valérico
Prolina Pro P Acido pirrolidino-2-carboxilico
Fenilalanina | Phe ou Fen F Acido 2-amino-3-fenil-propidnico
Serina Ser S Acido 2-amino-3-hidroxi-propiénico
Treonina Thr, The T Acido 2-amino-3-hidroxi-n-butirico
Cisteina Cys, Cis C Acido 2-bis-(2-amino-propidnico)-3-dissulfeto
Tirosina Tyr, Tir Y Acido 2-amino-3-(p-hidroxifenil)propidnico
Asparagina Asn N Acido 2-aminossuccionimico
Glutamina Gln Q Acido 2-aminoglutarimico

Aspartato Asp D Acido 2-aminossuccinico

Glutamato Glu E Acido 2-aminoglutarico

Arginina Arg R Acido 2-amino-4-guanidina-n-valérico
Lisina Lys, Lis K Acido 2,6-diaminocapréico

Histidina His H Acido 2-amino-3-imidazolpropidnico
Triptofano Trp, Tri W Acido 2-amino-3-indolpropiénico
Metionina Met M Acido 2-amino-3-metiltio-n-butirico
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