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RESUMO

ROCHA, S. F. L. S. Desenvolvimento de um Modelo Empirico de Predicdo da Seletividade e
da Atividade de Inibidores da Shp2 Utilizando o Método Semi-Empirico PM7. 2018. 94p.
Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Departamento de Quimica Organica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A Shp2, juntamente com a Shpl, forma uma pequena familia de proteinas tirosina
fosfatases. Estudos sugerem que, embora a inibi¢cdo da Shp2 seja vantajosa para o tratamento
de alguns tipos de cancer, a inibicdo da Shpl pode ter o efeito oposto, pois atua como
supressora de tumores. Desta forma, buscou-se desenvolver uma metodologia in silico capaz
de identificar inibidores da Shp2 mais seletivos. Neste trabalho, mostramos que apesar da
complexidade termodindmica envolvida na interacdo enzima/inibidor, foi possivel
correlacionar a seletividade de duas séries (76 compostos) com a diferenca das entalpias de
interacdo calculadas em ambas as enzimas. Os perfis de interacdo dos inibidores com a Shp2 e
a Shpl foram inicialmente obtidos por docagem molecular. Ap6s o refinamento das
geometrias dos complexos enzima/inibidor com o método do orbital molecular semi-empirico
PM7, foram obtidos os valores de entalpia de interacdo. Para a série 1, composta por 52
inibidores seletivos da Shp2, demonstramos que a entalpia de interagdo pode ser usada como
um critério confidvel para a identificacdo de inibidores seletivos para a Shp2, pois foi
significativamente mais favoravel para Shp2 do que para a Shpl com um nivel de confianca
de 99%. Para a série 2, composta por 24 compostos, uma correlacdo satisfatoria (R = 0,70)
pdde ser obtida entre a seletividade e a diferenca percentual relativa das entalpias de interacdo
calculadas em ambas as enzimas. Outro objetivo deste trabalho foi construir um modelo de
predicdo da atividade de inibidores da Shp2 utilizando como base empirica a série 1 e
posteriormente, validar com a série 2. Devido a presenca de inibidores carregados
negativamente dentro das séries estudadas, foi necessario considerar o efeito eletrolitico,
corrigindo os valores experimentais de atividade inibitoria (Clsp) uma vez que tais dados se
referem a concentracfes formais e a constante termodindmica envolve concentracdes efetivas.
Para isso foi necessario calcular a forca ibnica do meio reacional e estimar os coeficientes de
atividade das espécies envolvidas no equilibrio de dissociacdo enzima/inibidor através da
equacéo de Guntelberg. A construcdo do modelo se baseou em propostas da literatura sobre o
uso de ciclos termodindmicos para se calcular a energia livre de interacdo entre ligantes e
enzimas. Neste sentido, foram obtidos termos referentes a entalpia de interacdo do complexo
enzima/inibidor, a energia de solvatacédo do ligante e as perdas entropicas devido a restri¢cdes
rotacionais apos a interacdo do mesmo com a enzima. Estes termos foram correlacionados
através de regressdo multipla linear com dados experimentais de inibicdo. Desta forma foi
possivel desenvolver um modelo de predicdo da atividade de inibidores da Shp2 com boa
correlacdo com dados experimentais (R= 0,83). Este modelo foi validado de forma satisfatoria
(R=0,73) atraves da série 2 e utilizado na predi¢do da atividade relativa de novos compostos.

Palavras-chave: Shp2, Seletividade, Docagem, PM7, Efeito eletrolitico.
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ABSTRACT

Shp2, along with Shpl, forms a small family of protein tyrosine phosphatases. Studies
suggest that although inhibition of Shp2 is advantageous for the treatment of some types of
cancer, inhibition of Shpl may have the opposite effect because it acts as a tumor suppressor.
In this way, we sought to develop an in silico methodology capable of identifying more
selective Shp2 inhibitors. In this work, we showed that in spite of the thermodynamic
complexity involved in the enzyme/inhibitor interaction, it was possible to correlate the
selectivity of two series (76 compounds) with the difference of the enthalpy of interaction
calculated in both enzymes. The interaction profile of the inhibitors with Shp2 and Shpl were
initially obtained by molecular docking. After the refinement of the geometries of the enzyme
/ inhibitor complexes with the semi-empirical molecular orbital PM7 method, the enthalpy
values of the interaction were obtained. For the series 1, composed of 52 selective inhibitors
of Shp2, we demonstrated that the enthalpy of interaction can be used as a reliable criterion
for the identification of selective inhibitors for Shp2, since it was significantly more favorable
for Shp2 than for Shpl with a confidence level of 99%. For series 2, composed of 24
compounds, a satisfactory correlation (R = 0.70) could be obtained between the selectivity
and the relative percentage difference of the calculated enthalpies of interaction in both
enzymes. Another objective of this work was to construct a model of prediction of the activity
of inhibitors of Shp2 using as empirical basis the series 1 to validate it later with the series 2.
Due to the presence of negatively charged inhibitors within the series, it was necessary to
consider the electrolytic effect, correcting the experimental values of inhibitory activity, since
such data refer to formal concentrations and the thermodynamic constant involves effective
concentrations. For this it was necessary to calculate the ionic strength of the reaction medium
and to estimate the activity coefficients of the species involved in the enzyme /inhibitor
dissociation equilibrium through the Guntelberg equation. The construction of the model was
based on literature proposals on the use of thermodynamic cycles to calculate the free energy
of interaction between ligands and enzymes. In this sense, terms related to the enthalpy of
interaction of the enzyme / inhibitor complex, the energy of solvation of the ligand and the
entropic losses due to rotational restrictions were obtained after their interaction with the
enzyme. These terms were correlated through linear multiple regression with experimental
data of inhibition. In this way it was possible to develop a prediction model of the activity of
inhibitors of Shp2 with good correlation with experimental data (R = 0.83). This model was
validated satisfactorily (R = 0.73) with series 2 and used in the prediction of the relative
activity of new compounds.

Keywords: Shp2, Selectivity, Docking, PM7, Electrolytic effect.
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1 INTRODUCAO

As enzimas Shp2 e Shpl formam uma pequena familia de proteina tirosina
fosfatases. A hiperativacdo da Shp2 é bastante frequente nos casos de leucemia juvenil
mielomonocitica (34%) e nos casos de cancer de figado (65,9%) e sua ativacdo anormal
parece estar relacionada com o inicio do estado cancerigeno em pacientes infectados
pela bactéria Helicobacter pylori CagA positiva [BENTIRES-ALJ et al., 2004; DONG
et al., 2012; HAN et al., 2015]. Além disso, estudos mais recentes demonstraram que a
Shp2 é um dos poucos alvos ja descobertos até 0 momento cuja inibicdo reativa o
processo de senescéncia das células, desativando a proliferacdo celular e eliminando as
celulas danificadas [SERRANO et al., 2015; LAN et al., 2015].

Muitos estudos sugerem gue, embora a inibi¢cdo da Shp2 possa ser benéfica no
tratamento do céncer, a inibicdo da Shpl adequadamente regulada pode prejudicar o
tratamento, pois esta desempenha um papel de supressora de tumores, por regular
negativamente a via de sinalizacdo JAK/STAT [SHI et al., 2000; QU et al., 2000;
ZHOU et al., 2008]. Alguns inibidores da Shp2 ja foram descobertos, porém, um dos
principais desafios encontrados até 0 momento é o desenvolvimento de compostos que
inibam a Shp2 sem inibir a Shpl [LIU et al., 2013; ZHANG et al., 2010; WU et al.,
2012].

Atualmente, métodos computacionais de modelagem molecular tém sido usados
com sucesso no auxilio do planejamento de candidatos a farmacos e, por isso, buscou-se
explorar neste trabalho alguns deles como ferramenta para identificar inibidores mais
seletivos e mais potentes para a Shp2.

O processo de reconhecimento molecular enzima/ligante € dirigido por fatores
termodinamicos que podem ser estimados através da energia livre de Gibbs da interacéo
enzima/ligante. Esta energia de interacdo estd diretamente relacionada a constante
termodindmica de dissociacdo enzima/inibidor, também chamada de constante de
inibicdo, que representa uma razdo entre as concentragOes efetivas (atividades) das
espécies envolvidas no equilibrio. Porém, na determinagdo desta constante, 0s métodos
analiticos comumente utilizados sdo espectrométricos e por isso determinam a constante

de inibicdo em funcdo das concentragGes analiticas. Desta forma, é necessario estimar a



razdo dos coeficientes de atividades das espécies envolvidas no equilibrio a fim de se
realizar a devida correcéo da constante de inibicao.

Diferentes métodos computacionais ja foram desenvolvidos a fim de se predizer
a constante termodindmica de inibicdo através de célculos da energia livre de interacédo
enzima/inibidor, tais como os métodos de integracao termodinamica (IT) [ROLLMAN,
1993], da perturbacdo da energia livre (FEP, do inglés free energy perturbation)
[BROOKS et al., 1988] e 0 método da energia de interacdo linear (LIE do inglés linear
interaction energy) [ASI et al., 2004, HANSSON et al., 1998], mas a obtencdo de
estimativas precisas de energia livre de Gibbs com estes métodos envolve um custo
computacional bastante elevado para sistemas moleculares com grande numero de
atomos.

Uma maneira mais simples que pode ser explorada para se solucionar este
problema é a construcdo de um ciclo termodindmico representando o processo de
interacdo enzima/ligante e o desenvolvimento de um modelo empirico baseado neste
ciclo, ajustado atraves da regressdo multipla linear entre uma série de termos entalpicos
e entrépicos calculados e valores experimentais da atividade inibitéria [WANG et al.,
1994].

O encaixe do ligante no interior do sitio ativo da enzima € uma etapa importante
para se estimar corretamente os termos entalpicos e entrépicos envolvidos no ciclo
termodinamico de interacdo enzima/ligante. A técnica de docagem molecular é bastante
rapida e geralmente é capaz de prever com consideravel precisdo a geometria de um
ligante ao interagir com uma determinada proteina. No entanto, as fun¢des de pontuacéao
usadas para quantificar a interagdo tém um desempenho ruim quando seus resultados
sdo comparados com dados experimentais de bioatividade. Além da complexidade dos
fendmenos associados a interacao ligante-proteina, esse fraco desempenho das funcgdes
de pontuacdo pode estar associado, pelo menos em parte, a sua incapacidade de
incorporar efeitos quanticos como a transferéncia de carga entre a proteina e o ligante e
a ampla variacdo nas cargas atbmicas entre diferentes estruturas do ligante e proteina
[TACSAY etal., 2015].

Desta forma, foi empregado neste trabalho a docagem molecular para a obtencéo
das estruturas iniciais dos complexos enzima/ligante de duas séries (76 compostos). Em
razdo das aproximagdes envolvidas nesta técnica, aplicou-se em seguida um método
guantico aos melhores resultados obtidos por docagem, a fim de se obter resultados

mais precisos tanto do ponto de vista estrutural quanto energético. Utilizou-se nesta



etapa o programa Mopac2016 (Stewart Computational Chemistry), que dispde do
método quantico semi-empirico PM7 e que, gracas ao uso de orbitais moleculares
localizados (LMO), possibilita a modelagem molecular com muito mais rapidez do que
0s métodos de orbitais moleculares ab initio [STEWART, 1996].

Os dados de entalpia de interacdo foram empregados neste trabalho de duas
formas. Inicialmente, buscou-se correlacionar a seletividade relativa experimental com
os valores obtidos de entalpia de interagéo provenientes dos complexos formados entre
os inibidores e as proteinas tirosinas fosfatases Shp2 e Shpl. Esses dados também foram
usados no desenvolvimento de um modelo matematico termodinamicamente consistente
de predicdo da atividade de inibidores da Shp2, calibrado com valores experimentais de
atividade inibitoria. Para isto foi necessario, primeiramente, considerar o efeito
eletrolitico sobre os dados experimentais de atividade inibitéria que se encontravam em
funcdo de concentracdes analiticas. No desenvolvimento do modelo, procurou-se
combinar, além da entalpia de interagdo, parametros tedricos importantes no fenémeno
de interacdo enzima-ligante, como a energia de solvatacdo e a perda entrépica ocorrida
apos o encaixe do ligante no sitio ativo. Finalmente, o modelo foi validado e utilizado
na predicdo da atividade relativa de 20 novos compostos N-arilpiperazinicos
sintetizados pelo Dr. Ciro Gongalvez e S& no Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Bioativas (LASSBio®) [SA, 2017]. Dois novos compostos N-

arilpiperazinicos foram entdo propostos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fosforilacédo/desfosforilacao de residuos de tirosina

A fosforilacdo/desfosforilagdo de residuos de tirosina em proteinas foi
descoberta ha cerca de quatro décadas e atualmente é reconhecida como o maior
mecanismo regulatorio de sinalizacio e ativacdo celular. E um processo dindmico
governado pela acdo equilibrada das proteinas tirosinas quinases (PTK, do inglés
Protein Tyrosine Kinase) e das proteinas tirosinas fosfatases (PTP, do inglés Protein
Tyrosine Phosphatase) (Figura 1). Este evento representa um ponto critico em
numerosos processos fisioldgicos, atuando também como um excelente interruptor no
controle das principais vias de sinalizacdo oncogénica envolvidas na apoptose,
proliferacdo celular, migracdo e invasdo. A fosforilacdo anormal dos residuos de
tirosina pode ser tanto a principal causa do cancer humano quanto pode ser necessaria
para a manutencéo do estado cancerigeno [LABBE et al., 2012; SCOTT et al., 2010].
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Figura 1. Fosforilacao/desfosforilacdo da tirosina.

Nas Ultimas trés décadas, muitos estudos demonstraram o importante papel das
proteinas tirosinas quinases no cancer, justamente por ser essa uma classe de proteinas
responsavel por catalisar a fosforilacdo dos residuos de tirosina nas proteinas. Alguns
inibidores de PTK, como o dasatinibe, imatinibe, regorafenibe, gefitinibe e o erlotinibe,
ja séo bastante conhecidos nos dias atuais e usados rotineiramente no tratamento do
cancer (Figura 2) [KRUREBAYASHI et al., 2006, FAN et al., 2014].
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Figura 2. Estrutura quimica de alguns inibidores da PTK. Dasatinibe (A), imatinibe
(B), regorafenibe (C), gefitinibe (D) e erlotinibe (E).

Uma vez que a ativacdo anormal de varios tipos de PTK estd associada com
diversos tipos de cancer humano, a simples observacdo da reacdo esquematizada na
Figura 1 poderia fornecer um conceito errado acerca da inibi¢cdo das PTP, uma vez que
estas sdo responsaveis pela hidrdlise do fosfato ligado aos residuos de tirosina em
proteinas, ou seja, por catalisar a reacdo inversa das PTK. O primeiro pensamento
poderia ser de que as PTP colaboram para o ndo desenvolvimento do cancer e que sua
inibicdo poderia resultar no surgimento ou no avango da oncogénese. Entretanto, foi
provado que este conceito estd errado [TONKS, 2006]. Os sistemas bioldgicos sdo
muito mais complexos do que uma simples reacdo quimica, como pode ser observado

do esquema ilustrativo da Figura 3.
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Figura 3. Papel positivo e negativo da fosforilagdo da tirosina na sinalizagéo celular.




Nesta ilustracdo (Figura 3), Y1 e Y2 sdo residuos de tirosina de uma unica
proteina. Enquanto que a fosforilagdo de Y1 aumenta a atividade da proteina, a
fosforilagéo de Y2 juntamente com Y1 inativa a mesma. Dessa forma, a desfosforilagio
de Y1 pela PTP1 inativa a proteina e a desfosforilacdo de Y2 € necessaria para sustentar
a atividade da mesma. Logo, a PTP1 atua como regulador negativo e a PTP2 como
regulador positivo [SCOTT et al., 2010]..

Sabe-se que algumas PTK fosforilam certos residuos de tirosina de outras PTK
ou de outras proteinas, desativando-as (0 que chamamos de regulador negativo, ou papel
negativo). Logo, a desfosforilagdo desses residuos pelas PTP especificas conduz a
ativagdo dessas PTK (o que chamamos de regulador positivo, ou papel positivo). Dessa
forma, em alguns casos a inibi¢cdo de uma PTP especifica garante a inativacdo de uma
PTK ou de uma proteina especifica, o que poderia ser vantajoso no tratamento do
cancer, caso esta esteja ativada de forma anormal (ou altamente expressa nas células
cancerigenas), sendo responsavel pela oncogénese ou pelo desenvolvimento do estado
cancerigeno.

Crescentes evidéncias sugerem que, na verdade, a sinalizacdo celular requer uma
acdo coordenada de ambas as enzimas (PTK e PTP). Assim, as PTP podem cooperar
com as PTK como também podem antagoniza-las na promocdo do crescimento do
cancer.

Enquanto os inibidores das PTK ja sdo atualmente bastante usados no tratamento
do cancer, os inibidores das PTP ainda estdo em fase de desenvolvimento, justamente
por causa de conceitos errados acerca dessa familia de enzimas. Segundo Scott e
colaboradores (2010), outro dogma que contribuiu para o inicio lento das pesquisas em
busca de inibidores das PTP foi o pensamento de que as PTK eram altamente
especificas enquanto apenas algumas poucas PTP ndo especificas tinham a capacidade
de antagonizar a funcdo das PTK. Porém, sabe-se atualmente que muitas PTP séo
altamente reguladas e com acdo especifica em varios tipos de células humanas [SCOTT
et al., 2010]. Segundo revisdo feita por Labbé e colaboradores (2012), a inibicdo de uma
PTP especifica pode ser benéfica ou ndo no tratamento de tumores e vai depender do
tipo de tecido no qual se encontra o tumor [LABBE et al., 2012]. A inibic&o seletiva da
PTP Shp2, por exemplo, garantiria bons resultados no tratamento do céncer gastrico, da
leucemia e de alguns tipos de cancer de mama [ZHANG et al., 2010]. Segundo trés
critérios de avaliacdo estabelecidos por Scott e colaboradores (2010), existem

atualmente pelo menos sete PTP que podem ser consideradas como alvos para o



desenvolvimento de novos farmacos anticancer: Shp2, PTP1B, Cdcl4, PRL-3, LMW-
PTP, Cdc25 e Eya [SCOTT et al., 2010].

No entanto, algumas PTP se comportam de fato como supressoras do tumor,
justamente por catalisar a reacdo inversa de PTK cancerigenas. Estudos envolvendo
mutacdes possibilitaram identificar algumas PTP com essas caracteristicas: PTEN,
PTPRF, PTPRG, PTPRO, PTPRT, PTPN3, PTPNG6 (Shpl), PTPN13, PTPN14 e DUSP6
[ANDERSEN et al., 2001]. Num estudo recente, envolvendo testes in vivo e mutagdes,

foi constatado que a p-STAT3 Y%

, Ou seja, a forma fosforilada da tirosina 705 da
proteina STAT3 € altamente expressa em células cancerigenas e que a PTP Shpl é
capaz de desfosforilar a p-STAT3Y"% desativando-a, ou seja, atuando como supressora
do tumor. Neste mesmo estudo, 0s autores conseguiram comprovar que o regorafenibe
(Figura 2) ja usado regularmente no tratamento do cancer por inibir maltiplas PTK,
também atua como ativador da PTP Shpl, o que o torna muito eficiente [FAN et al.,

2014].

2.2 Classificacéo e estrutura das PTP

O genoma humano contém 107 PTP, sendo que as PTP de classe I, baseadas em
cisteinas, constituem o maior grupo. Este grupo pode ser subdividido em 61 fosfatases
de dupla especificidade e 38 PTP especificas, conhecidas como classicas. As PTP
classicas foram subdivididas em receptoras (R1-R8) e ndo receptoras (NT1-NT9).
Estudos bioquimicos e estruturais tém contribuido para o entendimento detalhado do
mecanismo catalitico das PTP. Aproximadamente 280 residuos de aminoacidos nos
dominios cataliticos das PTP consistem em estruturas em heélices a ou em folhas . As
caracteristicas chaves do dominio catalitico das PTP da classe | podem ser observadas
na Figura 4 e incluem a al¢a P, a alca mdvel Trp-Pro-Asp (alca WPD, compreendida
entre a folha B11 e a hélice 03), a porgdo responsavel pelo reconhecimento da
fosfotirosina (alca pTyr compreendida entre a hélice al e a folha 1) e a alga Q (regido
compreendida entre a hélice a5 ¢ a hélice a6) [ALONSO et al., 2004; ANDERSEN et
al., 2001].
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Figura 4. Dominio PTP da Shp2 (codigo 3B70 do PDB) com as principais regides
destacadas e nomeadas. Figura gerada com o programa PyMOL v0.99 (DelLano
Scientific LLC)

A alga P (em verde) é a porgdo que contém o residuo de cisteina nucleofilico e o
residuo de arginina, responsaveis pelo reconhecimento da porcdo fosfatada nos
substratos. A alga WPD (em amarelo) contém o residuo de aspartato conservado,
responsdvel pela catalise &cido/base. A alca pTyr (em azul) contribui para o
reconhecimento seletivo da fosfotirosina frente a fosfoserina e a fosfotreonina. Por fim,
a alca Q (em laranja) contém um residuo conservado de glutamina responsavel por
posicionar e ativar uma molécula de agua para a hidrolise do intermediario da reagdo
[ALONSO et al., 2004; ANDERSEN et al., 2001].

A alca que liga a folha B5 e a folha B6 (alga B5-B6, em lilas) € a regido da
superficie da fenda catalitica com o maior nimero de residuos de aminoacidos nédo
conservados entre as PTP e por isso possui grande influéncia na especificidade do
substrato [YANG et al., 2000].

Outra caracteristica estrutural importante observada em algumas PTP €é a

existéncia de uma al¢a denominada como “segundo sitio de interagdo” proximo ao sitio



ativo (Figura 4). Esta alca, que conecta a hélice a2’ com a hélice al (em vermelho),
possui a capacidade de interagir com a fosfotirosina, porém ndo de forma reativa. A
presenca deste segundo sitio de interacdo, identificado primeiramente na PTP1B, ndo
depende apenas dos residuos presentes na regido da al¢a, mas da sua conformacédo. A
importancia deste segundo sitio de interacdo reside na possibilidade do
desenvolvimento de inibidores bidentados altamente seletivos que se liguem
simultaneamente aos dois sitios [BARR et al., 2009]. J& foram identificados alguns
inibidores da PTP1B com essa caracteristica [SHEN et al., 2001].

Apesar das PTP apresentarem estruturas secundarias e terciarias bastante
conservadas, elas exibem uma forte especificidade por seus substratos in vivo. Esta
especificidade esta atribuida a alguns fatores, como [YANG et al., 2000; SCOTT et al.,
2010; BARR et al., 2009]:

e Superficie eletrostatica ao redor do dominio catalitico;

e Conformagao, flexibilidade e estabilidade da alca WPD;

e Alguns poucos residuos de aminoéacidos ndo conservados na superficie
do dominio catalitico (principalmente na alga 35-B6);

e Outros fatores regulatorios, como por exemplo, o dominio regulatério
SH2 da familia SHP.

2.3 Mecanismo de desfosforilagio das PTP e a movimentagéo da alga WPD

A fosfotirosina entra na fenda catalitica através do reconhecimento feito pela
alca pTyr. A alca P possui um residuo de cisteina nucleofilico que ataca o atomo de
fosforo da fosfotirosina para quebrar a ligacdo P-O através de uma reacdo Sy2. Numa
segunda etapa, o residuo acido de aspartato localizado na alca WPD atua como doador
de proton para protonar a tirosina fendlica e liberd-la na forma de tirosina
desfosforilada. Isto gera o intermediario fosforil-cisteina que é hidrolisado com auxilio
do residuo acido de aspartato para reestabelecer o residuo de cisteina da PTP e liberar o
ion fosfato (Figura 5) [SCOTT et al., 2010].



Figura 5. Mecanismo geral para a desfosforilacdo de um residuo de tirosina pelas PTP [SCOTT et
al., 2010].

Conforme foi mencionado, a alca WPD possui um residuo conservado de
aspartato que atua como um catalisador acido/basico na reacdo de desfosforilagdo. Esse
residuo de aspartato so fica posicionado de forma conveniente para a catalise quando a
alca WPD se encontra fechada e nesta posicdo, diz-se que a PTP se encontra na
conformacao ativa.

E importante esclarecer a diferenca entre “conformacio ativa” e a forma
“ativada”. As PTP se encontram “ativadas” quando ndo estdo inibidas por uma molécula
ou, no caso das PTP que possuem um dominio regulatério, quando este ndo esta auto
inibindo a PTP, ou seja, bloqueando a entrada do sitio ativo. Ja a definicdo
“conformacao ativa” diz respeito a conformacdo fechada da alca WPD e a
“conformacao inativa”, consequentemente, & conformacéo aberta da alga WPD.

Barr e colaboradores (2009), através de uma andlise estrutural envolvendo a
estrutura cristalografica de 22 PTP, identificaram quatro tipos de conformagdes para a
alca WPD (fechado, aberto, intermediario e atipico). Os autores também observaram
gue uma molécula de agua, proxima a alca Q, interage fortemente com dois residuos de
glutamina nas PTP cuja alca WPD se encontra fechada e que nas PTP cuja alca WPD se
encontra na conformacéo aberta ou atipica esta molécula de dgua ndo foi observada ou
se encontrava deslocada, sugerindo que ela é parte fundamental do mecanismo de
fechamento da alca WPD [BARR et al., 2009]. Yang e colaboradores demonstraram
que a atividade catalitica das PTP é influenciada pela flexibilidade e estabilidade da al¢a
WPD [YANG et al., 1998]. Seus estudos também sugerem que a formacdo do
intermediario fosforil-cisteina (mediante o ataque nucleofilico do residuo de cisteina na

fosfotirosina) ndo é a etapa lenta da reacdo de desfosforilacdo. A etapa lenta da reacéo

10



seria a hidrolise desse intermediario, por requerer o fechamento da alca WPD para o

devido posicionamento do residuo de aspartato [YANG et al., 2002].

2.4 Proteinas Tirosina Fosfatases da familia SHP

Fosfatases que contém o dominio regulatério SH2 compdem uma pequena
subfamilia de proteina-tirosina fosfatases ndo receptoras, com dois membros na espécie
humana, Shpl e Shp2. Estas enzimas estdo localizadas no citoplasma e possuem papel
regulatério em citosinas e na sinalizacdo de fatores de crescimento. A Shpl é
predominantemente expressa em células hematopoiéticas e epiteliais atuando
basicamente como um regulador que diminui os sinais de transducdo. A Shp2 é
expressa ubiguamente e tem sido associada principalmente com a regulacdo do aumento
dos eventos de sinalizacdo celular. Estas duas enzimas contém dois dominios SH2
acoplados ao dominio da PTP, o SH2 C-terminal (C-SH2) e 0 SH2 N-terminal (N-SH2).
Estes dominios exercem tanto uma fungdo auto-inibitoria sobre a enzima como também
sdo sitios de ligacdo para a ativacdo da mesma. A arquitetura geral da familia SHP, além
dos dois dominios SH2, também possui 0 dominio catalitico da PTP seguido de uma
cauda C-terminal. Depois de rompida a auto-inibicdo através da interacdo de uma
molécula ativadora em algum dos dois sitios do dominio SH2, ha uma alteracdo na
conformacdo da enzima que possibilita a entrada do substrato no dominio catalitico da
PTP, onde ocorre a reacdao de desfosforilacdo (Figura 6) [ALCIEA-VELAZQUEZ &
BOGON, 2013].

M01€CU13 Substrato
ativadora

Enzima inativa

Enzima ativada

Figura 6. Auto inibi¢do da PTP através do dominio SH2, ativacéo e interagdo com o substrato.
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2.5 Principais diferencas entre a Shp2 e a Shpl

Por serem da mesma familia de PTP, as enzimas Shpl e Shp2 possuem alta
similaridade estrutural (60% de identidade e 75% de similaridade), e a sobreposicdo dos
Ca de seus dominios cataliticos mostra uma similaridade extremamente alta em relagéo
a estrutura secundaria e terciaria (RMSD de 0,6 A) [YANG et al., 1998].

Apesar dessa alta similaridade, a Shpl e a Shp2 possuem papeis bem distintos e
especificos na sinalizagdo celular. Enquanto a inibi¢do da Shp2 poderia ser, em muitos
casos, benéfica no tratamento do céncer, a inibicdo da Shpl poderia prejudicar o
tratamento, pois, como ja foi relatado anteriormente, ela possui papel de supressora de
tumor, por regular negativamente a p-STAT3Y"® [FAN et al., 2014]. Assim, uma
estratégia correta seria 0 desenvolvimento de ativadores para a enzima Shpl e ndo de
inibidores. Apesar de ndo ser impossivel, o desenvolvimento de pequenas moléculas
ativadoras de enzimas é bem mais dificil de ser conseguido do que o desenvolvimento
de inibidores. Dessa forma, atualmente, muitas pesquisas tém investido esforcos no
desenvolvimento de inibidores seletivos para a Shp2, que néo inibam a Shpl [YU et al.,
2011; LIU et al., 2013].

O desenvolvimento de inibidores especificos para a Shp2 é complicado por
causa da sua similaridade com a Shpl. Porém, os dominios cataliticos dessas duas
enzimas possuem substratos especificos diferentes, sugerindo que a fenda catalitica ndo
é idéntica. Além disso, a superficie eletrostatica potencial da fenda catalitica € mais
positiva na Shp2 do que na Shpl humana, como pode ser visto na Figura 7, onde 0s
potenciais eletrostaticos negativos e positivos estdo representados pelas cores vermelha
e azul, respectivamente. A localizacéo do sitio catalitico esta indicada pela seta amarela.
[Wuetal., 2011; YANG et al., 1998].
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Figura 7. Potenciais da superficie eletrostatica dos dominios cataliticos da Shp2,
cédigo 3B70 (A) e da SHP-1, cédigo 4GRY (B). Figura gerada com o programa
PyMOL v0.99 (DeLano Scientific LLC)

Estudos estruturais evidenciaram que a conformacdo mais estavel para a alga
WPD da Shp2 ¢é a conformacédo aberta e inativa [SCOTT et al., 2010]. As evidéncias
sugerem que, somente apos a entrada do substrato no dominio catalitico da Shp2, a al¢a
WPD se movimentaria para a posicdo fechada e ativa. De forma contraria, a
conformacédo mais estavel para a alca WPD da Shpl seria a conformacéo fechada e ativa
[YANG et al., 2002]. Estudos de cinética enzimatica demonstraram que o dominio
catalitico da Shpl é muito mais ativo do que o dominio catalitico da Shp2 in vitro,
reafirmando a hipotese de que em solu¢do aquosa 0 dominio catalitico da Shp2 esteja na
conformacdo aberta (inativa) e o dominio catalitico da Shpl esteja na conformacéo
fechada (ativa), favorecendo a reacdo [NIU et al., 1999] As conformagdes distintas da
alca WPD dessas duas PTP contribuem para as diferentes distribuicbes de carga
superficial ao redor do sitio catalitico, como visto na Figura 7, o que provavelmente
influencia na seletividade do inibidor. A analise da estrutura cristalografica do dominio
PTP da Shpl em sua forma apo revela claramente que a alga WPD da Shpl se encontra
na conformacdo fechada (ativa), posicionando o residuo de aspartato para perto da
cisteina catalitica. Por outro lado, conforme pode ser observado na Figura 8, a analise da
estrutura cristalografica do dominio PTP da Shp2 em sua forma apo revela que a alca
WPD se encontra aberta (inativa) e que o residuo de aspartato se posiciona de forma
desfavoravel para a catalise [YANG et al., 2002].
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Figura 8. Sobreposicao das estruturas cristalograficas dos dominios PTP da Shp2 na
forma Apo (codigo do PDB 3ZMO, na cor azul) e SHP-1 na forma Apo (codigo do
PDB 1GWZ, na cor verde). Figura gerada com o programa PyMOL v0.99 (DeLano
Scientific LLC)

A alca WPD da Shpl parece ser mais flexivel e ter sua conformacdo mais
facilmente influenciada por ligantes. Como pode ser observado na Figura 9, a Shpl
cocristalizada com uma molécula de fosfato apresenta sua alca WPD numa
conformacdo ainda mais fechada em relagdo a Shpl em sua forma apo. No entanto,
outros ligantes como o sulfato e alguns peptideos se encaixam no sitio resultando na
abertura da alga WPD (Figura 9A). Por outro lado, a alga WPD da Shp2 parece ser mais
rigida e sua conformacdo mais estavel. Conforme pode ser visto na Figura 9B, a andlise
da conformacdo da alca WPD de algumas estruturas cristalograficas da Shp2
cocristalizada com diferentes ligantes revela que ndo ha mudanca conformacional desta
alca em relacdo a estrutura cristalografica da Shp2 em sua forma apo [YANG et al.,
2002].
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Figura 9. Flexibilidade da alca WPD da Shpl e rigidez da alca WPD da Shp2 (A) Shpl (cédigo do
PDB 1GWZ em sua forma Apo) na cor verde; Shpl (cdédigo 4GRY, com o anion sulfato
cocristalizado) na cor rosa; Shpl (cédigo 4GRZ, com o anion fosfato cocristalizado) na cor azul;
Shpl (cédigo 1FPR, com um peptideo cocristalizado) na cor laranja; Shpl (codigo 4GS0, com a
proteina JAK1 cocristalizada) na cor amarela. (B) Shp2 (c6digo 3ZMO0 em sua forma Apo) na cor
verde; Shp2 (cddigo 3B70 com o ligante D-malato cocristalizado) na cor azul; Shp2 (cédigo
3MOW com um peptideo cocristalizado) na cor laranja; Shp2 (c6digo 305X com derivado do &cido
salicilico cocristalizado) na cor rosa. Figura gerada com o programa PyMOL v0.99 (DelLano
Scientific LLC)

Yang e colaboradores (2000) cristalizaram duas estruturas do dominio catalitico
da Shpl complexada com derivados de substratos peptidicos a fim de analisar a questdo
da especificidade. Os autores concluiram que a alga B5-p6 ¢ a alga pTyr determinam a
especificidade da Shpl, porém apenas a alga B5-f6 difere entre a Shpl e a Shp2. O
residuo 360 da al¢a B5-p6 ¢ uma arginina na Shpl e uma lisina na Shp2. Segundo 0s
autores, essa diferenca € uma das principais razGes para a especificidade de substratos
entre estas duas enzimas. Além do residuo 360, outros residuos (Arg358 e Ser361) na
alca B5-p6 também diferem entre estas duas enzimas e sdo importantes na questdo da
especificidade [YANG et al., 2000].

2.6  Estrutura e funcéo da Shp2

Duas estruturas diferentes de Shp2 s@o encontradas em humanos e roedores: uma
tem 593 residuos de aminoacidos e a outra tem 597 residuos de aminoéacidos, diferindo
em 4 residuos de aminoacidos no dominio catalitico. Estas duas Shp2 s&o derivadas de
um unico gene e acredita-se que sejam idénticas funcionalmente [SCOTT et al., 2010].

A estrutura cristalografica da Shp2 humana na forma apo (aa 1-525, sem a

regido C-terminal, codigo 2SHP do PDB) mostra que os sitios de ligacdo com a
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fosfotirosina dos dominios SH2 se posicionam virados para fora (para o solvente),
enquanto a parte posterior do dominio N-SH2 se posiciona dentro do dominio catalitico
da PTP (através da al¢a D’E). Esta interacdo intra-enzimatica, além de imitar algumas
caracteristicas da interacdo com o substrato, bloqueia o acesso deste ao sitio ativo
(Figura 10) [HOF et al., 1998].

Al¢a D’E

Sitio Ativo

Figura 10. Proteina tirosina fosfatase Shp2 (c6digo 2SHP do PDB). Dominio da PTP
em azul com o P-loop em amarelo (regido que contém residuo de cisteina 459
responsavel pela desfosforilacdo). Figura gerada com o programa PyMOL v0.99
(DeLano Scientific LLC).

Alguns ligantes polipeptidicos contendo o residuo de fosfotirosina (pY) possuem
a capacidade de ativar a Shp2 através da ligacdo com os dominios SH2 (principalmente
com o dominio N-SH2), o que faz com que a auto inibicdo entre os dominios SH2 e o
dominio da PTP seja rompida, havendo dessa forma a exposicao do sitio ativo [TONKS
et al., 2006; HOF et al., 1998].

Recentemente, um novo mecanismo baseado na dimerizacdo da Shp2 foi
descrito. De fato, 15% da Shp2 nas células em repouso foram encontradas na forma de
dimero resultando no decaimento da atividade da fosfatase. E importante destacar que

0s dominios SH2 nédo estdo envolvidos no processo de dimerizacdo da Shp2 e que a
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relacdo entre dimero/mon6émero nao é estatica e é regulada por fatores de crescimento e
pelo estado redox da célula. A Shp2 possui um papel regulatério significativo na
maioria das vias de sinalizagdo celular e, por esse motivo, manter sua atividade sob
controle é crucial para a homeostase celular NARDOZZA et al., 2012].

Em alguns estudos envolvendo a Shp2, foi realizada a troca da cisteina catalitica
459 por uma serina, a fim de se criar uma Shp2 mutante cataliticamente inerte, porém
com a capacidade de interagir com seus intermediarios de sinalizagdo via dominio SH2.
Nestes estudos, buscou-se compreender a funcdo da Shp2 nas vias de sinalizacdo e foi
descoberto que a Shp2 regula positivamente a via de sinalizacdo da insulina, fatores de
crescimento da epiderme e fatores de crescimento do fibroblasto. De forma mais
especifica, foi constatado que a Shp2 estd relacionada com a ativacdo das proteinas
cinases ativadas por mitégenos (MAPK, do inglés Mitogen Activated Protein kinase) e
das cinases reguladas por sinais extracelulares 1 e 2 (ERK 1/2) em resposta aos fatores
de crescimento da epiderme, insulina, trombina e fibronectina [DANCE et al., 2008;
SHI et al., 2000; QU et al., 2000].

Existem fortes evidéncias de que a Shp2 é requerida para a ativacdo da via
ERK/MAPK na maioria, sendo em todos, os receptores de PTK, bem como pelos
receptores de proteinas G e receptores de citocinas e integrinas (Figura 11). Os estudos
também apontam que dentro da via que ativa a ERK1/2, a Shp2 deve atuar numa etapa
anterior a proteina RAS (rat sarcoma), evidenciando assim a importancia desta enzima
para a ativacao da RAS e de toda a via. A via da cinase Ras-ERK1/2 regulada pela Shp2
esta envolvida na sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo, adesdao e migracédo celular.
A maneira como a Shp2 ativa essa via ndo é muito bem compreendida, porém algumas
PTK receptoras envolvidas e alguns mecanismos ja foram descobertos [TONKS et al.,
2006; SCOTT et al., 2010; DANCE et al., 2008; SHI et al., 2000; QU et al., 2000].
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Figura 11. Em resposta a fatores de crescimento, a Shp2 interage através de seus
dominios SH2 com receptores autofosforilados ou com proteinas de ancoragem (como
por exemplo a Gab-1, mostrada na figura) que sdo ativadas por receptores de tirosinas
cinases ou por cinases da familia Src. Tais interagBes resultam na ativagdo da Shp2 e
consequentemente na ativacdo da Ras e de toda a via ERK1/2, levando ao crescimento
celular.

De forma resumida, pode-se dizer que a Shp2 é uma reguladora da adeséo e da
migracdo celular. Estas funcbes sdo mediadas pela desfosforilacdo da cinase de adesao
focal (FAK), ativacdo da cinase Src e ativacdo da via RAS-ERK1/2. [TONKS et al.,
2006; QU et al., 2000].

2.7 Shp2eocancer

Em seres humanos, muta¢des germinais no gene PTPN11 (que codifica a Shp2)
foram identificadas em mais de 50% das criancas com a sindrome de Noonan, uma
sindrome que esta frequentemente associada com o desenvolvimento da leucemia
juvenil mielomonocitica (JMML). Reciprocamente, muta¢fes somaticas no gene
PTPN11 também foram identificadas em 34% dos pacientes com JMML. A maioria das
mutacdes somaticas da Shp2 localizam-se nos residuos do dominio N-SH2 e afetam a
interacdo com o dominio PTP resultando no aumento da atividade da enzima
[BENTIRES-ALJ et al., 2004].

Xu e colaboradores (2011) constataram que camundongos com o gene PTPN11
contendo a mutagdo mais comum E76K desenvolveram leucemia aguda [XU et al.,
2005]. Por estes motivos, a Shp2 foi a primeira tirosina fosfatase a receber a
classificacdo de oncoproteina [CHAN et al., 2007].
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Enquanto a forma nativa da Shp2 atua como um gene ndo cancerigeno, um
ganho de funcdo em Shp2 mutantes tem sido considerado como cancerigeno. Porém,
nenhum caso de perda de fungdo em Shp2 mutante em humanos foi relacionada com o
cancer [ROCCOGRANDI et al., 2017]. As mutagdes que causam perda de funcdo na
Shp2, entretanto, estdo relacionadas com a sindrome de Leopard [NODA et al., 2016].

Uma expresséo elevada de Shp2 tem sido observada em cancer de mama e em
células leucémicas priméarias [BENTIRES-ALJ et al., 2004; ZHOU et al., 2008; XU et
al., 2005; LOH et al., 2004]. Bentires-Alj e colaboradores (2004) investigaram as
mutacdes do gene PTPN11 de 13 diferentes tipos de neoplasmas e descobriram 11 tipos
de mutagdes responsaveis por aumentar a atividade da Shp2. Estas mutagdes, no
entanto, ocorreram em baixa frequéncia nos mais variados tipos de tumores
[BENTIRES-ALIJ et al., 2004].

Porém, a mutacao ndo é o Unico meio pelo qual a hiperativacdo da Shp2 ocorre.
Em 2002, através dos estudos de Higashi e colaboradores, foi relatado pela primeira vez
a ativacdo da Shp2 pelo antigeno A associado a citotoxina (CagA) liberada pela bactéria
cancerigena Helicobacter pylori (H. pylori). As cepas de H. pylori podem ser divididas
em dois tipos: as que contém o antigeno A associado a citotoxina (chamadas CagA-
positivas) e as que ndo contém (chamadas CagA-negativas). As cepas CagA-positivas
sdo mais virulentas e causam inflamacGes na mucosa do estdbmago e Ulceras mais
graves, aumentando o risco de cancer gastrico. As proteinas CagA, ap0s serem injetadas
nas células epiteliais gastricas atraves do sistema de excrecdo tipo IV, ficam retidas na
membrana plasmatica e recrutam a Shp2, para induzir transformacdes nas células,
desregulando a multiplicagdo celular e aumentando a mobilidade das mesmas
[HIGASHI et al., 2002].

A proteina CagA possui um residuo de tirosina fosforilado que se liga ao
dominio SH2 da Shp2 revertendo o mecanismo de auto inibicdo e aumentando a
atividade da fosfatase o que resulta na ativagdo da via ERK/MAPK. Além disso, a
infeccdo das células epiteliais gastricas através das cepas de H. Pylori CagA positiva
foram relacionadas ao surgimento de um tipo alongado de célula dependente da
interacdo entre a CagA e a Shp2 [HIGASHI et al., 2004].

Num experimento conduzido por Ohnishi e colaboradores (2008), ratos
transgénicos expressando um tipo selvagem de CagA apresentaram hiperplasia epitelial
gastrica e alguns desenvolveram adenocarcinoma. Em contraste, essas patologias ndo

foram observadas nos ratos transgénicos expressando o tipo CagA resistente a
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fosforilagdo, ou seja, que ndo interage com a Shp2. Estes estudos apontam a
importancia da fosforilacdo da tirosina da CagA para desregular a atividade da Shp2
[OHNISHI et al., 2008]. E importante destacar que a interacdo entre a CagA e a Shp2
foi observada em pacientes com gastrite atrofica, mas ndo em pacientes com metaplasia
intestinal ou com cancer, sugerindo que este mecanismo € critico apenas nas fases
iniciais da oncogénese. Interessantemente, existe um aumento da expresséo da Shp2 em
canceres gastricos independentemente da infecgdo por H. Pylori, sugerindo que a Shp2
pode sofrer a interferéncia de diferentes fatores e enfatizando que esta fosfatase € de
importancia crucial no cancer gastrico [DONG et al., 2012].

Por fim, a regulacdo da atividade fosfatase da Shp2 ainda permanece
desconhecida em doengas inflamatorias do intestino bem como em outras doencas
gastrointestinais. A Shp2 é inativada durante o estresse oxidativo e na presenca de 6xido
nitrico por produtos. Isto sugere que a perda de atividade da Shp2 e das vias celulares
reguladas pela Shp2 pode coincidir com a lesdo celular e o estresse oxidativo que ocorre
durante a inflamagéo [FICHTNER-FEIGL et al., 2015; CHEN et al., 2009].

Alguns estudos demonstraram que a Shp2 nas células do figado possui duas
faces: apesar de ser uma oncoproteina, também atua como supressora de tumor. De fato,
a delecdo do gene PTPN11 nas células do figado de ratos causou inflamacdo, necrose e
inibicdo da apoptose, o que promoveu o desenvolvimento de tumores. Porém, as
evidéncias apontam que a Shp2 s6 atua como supressora de tumores nas células do
figado sob um contexto especifico (como a inflamacgdo). Mais especificamente, a Shp2
atua como supressora da inflamacédo, por regular negativamente a STAT3 e a delecéo
total do gene PTPN11 nas células do figado de ratos induziu um estado de inflamacéo
crbnica resultando na formacdo de tumor [BARD-CHAPEAU et al., 2011]. Por outro
lado, Han e colaboradores (2015) constataram uma expressdo elevada da Shp2 em
65,9% (394/598) dos pacientes com cancer hepatocelular. A regulacdo negativa da Shp2
atenuou a adesdo e a migracdo das células do figado diminuindo a formacdo de
metastase em ratos. Os estudos também apontaram que a Shp2 promoveu o crescimento
do tumor e a metastase por coordenar a ativacdo da via RAS/ERK e a cascata P13-K/Akt
[HAN et al., 2015].

Recentemente descobriu-se que a Shp2 pode ser um alvo no tratamento do
cancer ainda que nao se encontre hiperativada, pois sua inibicdo resulta na reativacédo da
senescéncia celular [SERRANO et al., 2015; LAN et al., 2015]. A reativacdo do

processo de senescéncia das células emergiu recentemente como uma estratégia
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promissora na terapia do cancer. A senescéncia celular € uma resposta ao estresse que
desativa a proliferagdo celular e induz um processo inflamatério que elimina as células
danificadas. Em 2015, o FDA aprovou o primeiro medicamento para tratamento do
cancer pro-senescéncia, o Palbociclib, um inibidor da CDK4 (quinase dependente da
ciclina 4) e da CDK®6 (quinase dependente da ciclina 6), indicado para o tratamento do
cancer de mama avangado. Além da CDK4 e da CDK®, a Shp2 é um dos poucos alvos
ja descobertos cuja inibicdo resulta na senescéncia celular [SERRANO et al., 2015;
LAN et al., 2015].

Nos udltimos anos, houve um significativo aumento de estruturas cristalizadas da
Shp2 depositadas no banco de dados de proteinas Protein Data Bank, contendo
mutacdes de ganho de funcdo relacionadas ao cancer ou contendo inibidores
cocristalizados (Figura 12), o que indica que houve um aumento de interesse dos

pesquisadores nesta enzima para o tratamento de alguns tipos especificos de tumores.
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Figura 12. Namero de estruturas cristalizadas da Shp2 depositadas nos Gltimos anos.

2.8 Alguns inibidores da Shp2

Através de uma triagem realizada na biblioteca de compostos do Instituto
Nacional do Céncer, foi identificado o composto NCS-87877 como um potente inibidor
da Shp2 (composto F, Figura 13). Este composto inibe a Shp2 com um Clsode 0,318
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uM, porém também inibe a Shpl com um Clspde 0,355 pM. Ensaios envolvendo
células mostraram que este inibidor é ativo e ndo foi detectado nenhum efeito “off-
target” na via de ativagdo da ERK1/2 estimulada pela EGF [WU et al., 2015].

Noren-Muller e colaboradores (2006) identificaram dois compostos derivados da
furanodictina com atividade in vitro contra a Shp2 (compostos G e H, Figura 13).
Porém, ndo sdo seletivos, pois interagem também com a PTP1B e com a Shpl
[NOREN-MULLER et al., 2006]

Scott e colaboradores (2011) identificaram o fosfato de estramustina (composto
I, Figura 13) como um inibidor potente da Shp2, porém pouco seletivo, ja o fosfato de
estradiol (composto J) demostrou ter quase a mesma atividade contra a Shp2, porém
apresentou-se bastante seletivo. A cinética de reacdo foi determinada como mista, ou
seja, este inibidor pode estar interagindo tanto com os aminoacidos do sitio ativo quanto
com 0s aminoacidos de outra regido da enzima [SCOTT et al., 2011].

Yu e colaboradores (2011) obtiveram bons resultados na inibigdo da Shp2
através de uma pequena molécula de esqueleto ainda ndo explorado na inibicdo desta
enzima (composto K, Figura 13). Esta molécula néo é seletiva, apresentando um Cls, de
8,3 UM contra a Shp2, e um Clsode 14 uM contra a Shpl [YU et al., 2011].

He e colaboradores (2015), através de uma busca realizada numa biblioteca de
farmacos aprovados pelo FDA, descobriram que a cefsulodina (composto L, Figura 13)
inibe a enzima SHP-2. A fim de se estudar as principais interacfes responsaveis pela
inibicdo da SHP-2 pela cefsulodina, os autores determinaram a estrutura cristalografica
do complexo com 1,6 A de resolugdo (cddigo 4RDD do PDB). De forma inesperada,
um derivado da cefsulodina (estrutura M, Figura 13) e ndo a cefsulodina estava
cocristalizado no sitio ativo da SHP-2 devido a hidrdlise do anel B-lactamico. A analise
da estrutura cristalografica 4RDD também permitiu aos autores identificar o
grupamento sulfofenil acético amida como um novo composto mimético da
fosfotirosina [HE et al., 2015].
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Figura 13. Alguns inibidores da Shp2

2.9 Modelagem molecular

Com o surgimento da Mecanica Quantica no inicio do século XX, as aplicacGes
da Matematica aos problemas da Quimica entraram em um novo patamar, o que tornou
possivel predizer algumas propriedades de moléculas antes mesmo de sua sintese. Além
disso, ap6s o surgimento e o desenvolvimento da computacdo, grandes progressos
comecaram a ocorrer na area dos estudos tedricos em Quimica, permitindo que sistemas
moleculares cada vez maiores fossem estudados [CLARK,1985]. A partir do
desenvolvimento de programas capazes de determinar a estrutura molecular por meio de
calculos teodricos, surgiu a modelagem molecular, que, segundo a IUPAC, trata da
investigacdo das estruturas e das propriedades moleculares pelo uso da Quimica
Computacional e de técnicas de visualizagdo gréfica, visando fornecer uma
representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias [SANT’ANNA,
2002].

Quando se trata de proteinas ou de seus complexos com moléculas pequenas
(ligantes), as técnicas experimentais como a cristalografia de raios-X, a ressonancia

magnética nuclear (RMN) e, mais recentemente, a microscopia eletronica, tém
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fornecido dados estruturais valiosos, tanto do alvo biolégico quanto do ligante
cocristalizado. De posse de tais informacgdes, a modelagem molecular pode ser usada
como ferramenta no planejamento de novos ligantes, com propriedades estruturais
otimizadas para um melhor reconhecimento molecular pelo alvo bioldgico, no chamado
planejamento de farmacos baseado na estrutura (SBDD, do inglés Structure Based Drug
Design). As técnicas de modelagem molecular podem contribuir em todos os estagios
do planejamento de compostos candidatos a ensaios bioldgicos e testes clinicos, desde a
descoberta de um prototipo até sua otimizagdo, em termos de afinidade, seletividade,
toxicidade e biodisponibilidade [OPREA, 2005].

Os dois métodos que tém sido usados predominantemente em estudos de
modelagem molecular sdo o método classico, que inclui os métodos da mecénica
molecular e da dindmica molecular, e 0 método quantico, que inclui métodos como 0s
ab initio e os semi-empiricos. De modo geral, a escolha entre estes métodos depende
das propriedades que se deseja avaliar, da precisdo desejada e da capacidade

computacional disponivel para a realizacdo dos calculos [SANT’ANNA, 2009].

2.10 Métodos classicos

Os métodos de mecanica molecular baseiam-se na proposta de que as moléculas
sdo formadas por fragmentos estruturalmente similares e, por esta razdo, algumas
propriedades podem ser transferidas de uma molécula para a outra, tais como
comprimentos de ligacdo, frequéncias vibracionais, entalpias de formacéo, entre outras
[JENSEN, 1999].

O modelo é justificavel porque os parametros associados a conjuntos de atomos
permanecem razoavelmente constantes entre estruturas diferentes, desde que o tipo e a
hibridacdo dos atomos envolvidos sejam os mesmos [BURKET, 1982]. De fato, tabelas
de distancias e angulos padrdo de ligacdo, determinados experimentalmente, s&o
facilmente encontradas na literatura. Assim, no modelo da mecénica molecular, é
desenvolvido o chamado campo de forca, um conjunto de funcGes de energia que
determinam penalidades energéticas para o afastamento desses valores padrdo da
estrutura [BURKET, 1982]. A minimizacdo de energia € um processo no qual, atraves
de um algoritmo matematico adequado, busca-se reduzir essas penalidades em conjunto,

ou seja, reduzir a energia a um minimo [SANT’ANNA, 2009].
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Muitos campos de forca estdo disponiveis hoje em dia, a maioria deles
parametrizados para sistemas organicos, fornecendo Otimos resultados qualitativos
[ABRAHAM et al., 2015; HUANG et al., 2016; CHMIELA et al., 2017]. Os resultados
serdo tanto melhores quanto mais préxima for a estrutura da molécula que estd sendo
estudada daquelas usadas como padrdo. Um exemplo de campo de forca muito
difundido é o MM2 [ALLINGER, 1977], desenvolvido com o intuito de descrever
pequenos sistemas organicos. Outro exemplo, aplicavel principalmente a
macromoléculas de interesse bioldgico, como proteinas e acidos nucléicos, € o AMBER
[WEINER et al., 1984].

Uma vez que bons pardmetros estejam disponiveis, serd possivel alcancar boa
predicdo das geometrias, das energias relativas e barreiras conformacionais de uma
grande quantidade de moléculas em um tempo computacional pequeno. Porém, como os
programas que usam métodos de mecanica molecular buscam uma conformacdo de
energia minima, isso pode trazer limitagbes ao seu uso em estudos de Quimica
Medicinal, uma vez que na temperatura da biofase as moléculas possuem energia
cinética suficiente para assumir muitas outras conformacdes.

O método de dindmica molecular pode dar uma descricdo do espaco
conformacional muito mais ampla, pois utiliza os fundamentos da mecénica molecular
com um algoritmo de busca deterministico para descrever 0 comportamento dindmico
do sistema ao longo do tempo [LEACH, 2001]. Neste método, a resolucao das equacdes
de movimento representa a evolucdo no tempo dos movimentos moleculares, chamada
trajetoria, que pode ser usada para o estudo de propriedades que dependem do tempo,
tais como a difusdo, o dobramento de cadeias moleculares (como acontece no
enovelamento de proteinas) e a distribuicdo de moléculas de solvente ao redor de um
soluto, entre outros. Em um calculo de dindamica molecular, as moléculas que dispdem
de energia cinética, podem superar barreiras de energia potencial, 0 que permite a
exploracdo da superficie de energia potencial (SEP) na busca de outras conformacdes
estaveis [SANT’ANNA, 2009].

2.11 Métodos quanticos

Para a determinacgdo das propriedades do sistema, 0os méetodos quanticos usados
em estudos de modelagem molecular obtém solugdes para a equacdo de Schrodinger

independente do tempo. Para chegar a essa equacgdo, Schrédinger concluiu que sé seria

25



possivel determinar corretamente a energia em um sistema com a inclusdo do
comportamento ondulatério proposto por de Broglie para todas as particulas (nucleos e
elétrons) que constituem esse sistema. Inicialmente, Schrodinger definiu uma fungéo de
onda, ¥, que depende das coordenadas de todos o0s nucleos e das coordenadas de todos
os elétrons do sistema [SANT’ANNA, 2009].

As solucbes da equacdo de Schrodinger estdo sujeitas a restricdes importantes.
Em primeiro lugar, a fungdo de onda ¥ deve ser normalizavel e, em segundo lugar, tem
que ser antissimétrica com respeito & permuta de dois elétrons quaisquer [ALCACER,
2007]. A equacdo € de solucdo complexa e uma forma de simplificar o problema é
assumir a imobilidade dos nucleos atbmicos. A massa nuclear é varias vezes maior que
a massa dos elétrons, fazendo com que os elétrons se ajustem quase que
instantaneamente a qualquer mudanca de posicdo nuclear. Esta aproximacdo €
conhecida como aproximacao de Born-Oppenheimer, que permite separar a equacdo de
Schrodinger em duas: uma para a parte eletronica e outra para a nuclear [BORN &
OPPENHEIMER, 1927].

Ainda assim, a equacdo de Schrédinger ndo pode ser resolvida exatamente para
sistemas com mais do que um elétron [ALCACER, 2007]. Diversos métodos tém sido
desenvolvidos para se obter a solugcdo aproximada da equacgdo de Schrodinger para
sistemas de muitos elétrons. Dentre estes, 0 mais popular € o método de Hartree-Fock
(HF) [HARTREE, 1923]. Além de ser capaz de fornecer uma solucdo para sistemas de
muitos elétrons, o método HF tem a vantagem de servir como base para outros métodos:
por um lado, os métodos semi-empiricos, onde aproximacdes adicionais sdo incluidas
com o propésito de reduzir o custo computacional; por outro, métodos onde a solugéo
HF sdo acrescentadas corre¢cdes no sentido de aproximar a solucao exata.

Uma segunda complicacdo diz respeito ao spin, uma forma intrinseca de
momento angular do elétron. O spin € caracterizado pelo nimero quantico s, sendo um
efeito relativistico. Como a equacdo de Schrodinger ndo é relativistica, inclusdes
adicionais que computem tal efeito na forma da funcéo de onda tiveram que ser feitas. A
combinacdo da funcdo de onda espacial do elétron com uma funcdo de spin adequada
produz a chamada funcéo spin-orbital [CLARK, 1985].

No metodo HF, um sistema de N elétrons é descrito como uma soma de N
sistemas de um elétron que se move num campo gerado pelos nucleos estacionarios e
num campo médio resultante da distribuicdo espacial de todos os outros elétrons; assim,

0 problema se reduz ao problema de N elétrons independentes. A teoria de HF, nesta
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aproximacdo, obriga a construcdo de fungdes spin-orbitais y para cada elétron, que
minimizem a energia do estado fundamental do sistema (método variacional)
[MORGON & COUTINHO, 2007].

Estas funcbes spin-orbitais devem fazer parte de uma funcdo determinantal
escolhida de forma étima, uma vez que uma funcao de onda que descreve um sistema de
muitos elétrons deve ser antissimétrica perante a troca de coordenadas de dois destes
elétrons e a antissimetria é uma caracteristica dos determinantes. Este determinante é
conhecido como determinante de Slater [SLATER, 1929], onde as func6es spin-orbitais
moleculares sdo fungbes das coordenadas espaciais e de spin de cada elétron
[MORGON & COUTINHO, 2007].

O que se deseja € obter uma fungdo de onda que produza a menor energia para
um sistema multieletrénico mantendo a formulagéo spin-orbital individual, mas em um
sistema multieletrénico temos a presenca das interacdes entre elétrons. O problema é
encontrar uma solucdo que simultaneamente englobe todos os movimentos eletrénicos,
bem como o efeito que um elétron em um orbital exerce no comportamento de um outro
elétron em um outro orbital devido a estes movimentos eletronicos.

A solucdo para este problema pode ser encontrada na equacdo de Hartree-Fock,
onde se assume que cada elétron se move no campo médio produzido pelos demais
elétrons e pelos ndcleos [HOUSE, 2004]. Esta equacdo possui um operador (operador
de Fock) que estabelece uma dependéncia entre a equacdo de cada spin-orbital com os
outros e o0s spin-orbitais moleculares também dependem das solugbes da prépria
equacao.

Sendo assim, as equacdes devem ser resolvidas de forma acoplada, através de
aproximacdes sucessivas (solucdo iterativa). As energias totais correspondentes a cada
conjunto sdo comparadas até que a energia nao varie entre duas estruturas consecutivas,
dentro de um limite pre-determinado. A melhor funcéo de onda é obtida de tal forma
que a energia seja um minimo [HZYVIK & JORGENSEN, 2016].

Uma aproximacdo para representar a funcdo de onda eletronica em sistemas
moleculares é usar uma combinacao linear de fungdes de onda de um elétron estendidas
por toda a molécula. Estas fungdes sdo chamadas de orbitais moleculares (MO), e esta
aproximacdo é chamada de LCAO (combinacdo linear dos orbitais atbmicos). A
distribuicdo eletronica em uma molécula segue 0os mesmos principios da distribuicdo em
atomos, ou seja, cada MO pode conter no maximo 2 elétrons, com spins opostos
(principio de Pauli) [MORGON & COUTINHO, 2007].
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Pelo principio da exclusdo de Pauli, nos sistemas de camada fechada, os spins
dos elétrons em um mesmo orbital molecular devem ser opostos e, assim, se anulam
mutuamente. Logo, ndo é necessario considerar o efeito do spin eletrdnico na resolugéo
da equacdo de Schrodinger nesses sistemas. Para sistemas com elétrons
desemparelhados, como € o caso dos radicais livres, é necessario tratar de alguma forma
a questdo do spin. A forma mais comum ¢é dividir os OM em 2 grupos, chamados alfa e
beta, que sdo ocupados separadamente por elétrons com apenas um determinado spin.
Esse método é chamado de UHF (do inglés Unrestricted Hartree-Fock) [SANT’ANNA,
2009].

2.12 Métodos semi-empiricos

O método HF é considerado um método ab initio (do principio), no sentido em
que na solucdo da equacdo de Schrodinger, os unicos dados fornecidos na entrada séo
constantes fisicas fundamentais. J& nos métodos semi-empiricos, uma grande parte das
integrais referentes a resolucdo da equacdo de Schrondinger sdo negligenciadas devido a
introducdo de parametros empiricos ou previamente calculados que permitem a
eliminacdo do célculo de algumas dessas integrais [SANT’ANNA, 2009]. Isso reduz
consideravelmente o tempo de célculo e, desta forma, métodos semi-empiricos sdo 0s
mais indicados no estudo de sistemas grandes, como as proteinas e seus complexos com
outras moléculas.

Em geral, os métodos semi-empiricos limitam-se ao tratamento dos elétrons de
valéncia, ndo considerando explicitamente os elétrons do cerne, que contribuem muito
menos, em geral, para o comportamento das moléculas [ALCACER, 2007]. Estes
métodos procuram resolver, de forma autoconsistente, as equacdes de Hartree-Fock,
utilizando parédmetros, obtidos por ajuste numérico ou derivados de resultados
experimentais, para tornar mais rapida a resolucdo das equacdes. Na maioria das vezes,
utilizam um conjunto de base minimo de valéncia, formado por func¢des do tipo Slater
(STO — Slater type orbitals), e fazem uso da teoria de orbitais moleculares para a
construcdo da funcdo de onda molecular, construindo estes orbitais moleculares a partir
da aproximagédo LCAO.

Existe uma grande variedade de métodos semi-empiricos, nos quais se fazem
varias aproximacoes adicionais de modo a reduzir as dificuldades de célculo. Dentre

estas aproximacdes, uma das que tém impacto no custo computacional € conhecida
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como aproximacdo ZDO (Zero Differential Overlap). Esta aproximagdo ignora as
integrais de sobreposicdo de dois elétrons que se encontram em orbitais atdmicos
diferentes, simplificando bastante as equacdes de Hartree-Fock, mas que pode levar a
grandes erros nas varias propriedades moleculares calculadas, ficando entdo seu uso
restrito ao tratamento de sistemas n de moléculas planares [MORGON & COUTINHO,
2007]. A fim de que os métodos semi-empiricos pudessem tratar outros tipos de
sistema, Pople e colaboradores (1967) propuseram novos metodos: CNDO (Complete
Neglect of Differential Overlap), INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap) e
NDDO (Neglect of Diatomic Differential Overlap). Estes métodos possuem niveis de
aproximacdes diferentes. A aproximacdo NDDO ¢ a que considera um maior numero de
integrais para serem calculadas e, desta forma é a melhor das trés aproximacgdes
integrais [POPLE et al., 1967].

Os metodos semi-empiricos paramétricos apoiam-se na proposta de Dewar e
colaboradores (1985) na qual a parametrizacao ¢ feita de modo a reproduzir da melhor
forma possivel medidas experimentais [DEWAR et al., 1985]. Sdo selecionados
conjuntos de atomos que pertencem a conjuntos de moléculas cujas entalpias de
formagdo padrdo, geometria molecular e momento dipolar sejam conhecidos
experimentalmente. A determinacdo do melhor conjunto de pardmetros é feita por
minimizacdo dos erros nos célculos de entalpia de formacdo, geometria e momento
dipolar [ALCACER, 2007].

Como exemplos de métodos semi-empiricos seguindo essa proposta, tém-se o
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) [DEWART & THIEL, 1977], AM1
(Austin Model 1) [DEWAR et al., 1985], PM3 (Parametric Method 3) [STEWART,
1989], o MNDO/d (Modified Neglect of Diatomic Overlap, incluindo orbitais d)
[THIEL & VOITYUK, 1992] e, mais recentemente, os métodos RM1 [ROCHA et al.,
2006], PM6 [STEWART, 2007] e PM7 [STEWART, 2013]. O PM7 é um dos mais
recentes métodos orbitais semi-empiricos e apresenta algumas melhorias em relagdo aos
seus antecessores: uma modificacdo foi feita para melhorar a descricdo de interagdes
ndo covalentes e dois pequenos erros no formalismo do NDDO presentes em métodos
semi-empiricos anteriores foram corrigidos. Devido a mudancas feitas nas
aproximagdes, o0 PM7 apresenta um aumento significativo de precisdo, levando a uma
reducdo de erros nas geometrias numa ordem de 30% quando comparado ao seu
antecessor PM6. O método PM7 é répido o suficiente para ser aplicado rotineiramente

em sistemas contendo centenas de atomos [STEWART, 2013].
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A extensdo dos métodos semi-empiricos para metais de transicdo enfrentou
algumas dificuldades [STEWART, 2007]: a escassez de dados de referéncia e o fato de
que é comum que compostos de metais de transicdo apresentem camada aberta; é mais
dificil resolver as equacbes do método auto consistente para sistemas de camada aberta
porque o spin total é diferente de zero e precisa ser considerado de algum modo na
resolugdo (como através do método UHF, descrito anteriormente). Finalmente, estudos
preliminares indicam que célculos ab initio de alto nivel para metais de transi¢cdo ndo
sdo Uteis para gerar dados de referéncia termoquimica, embora sejam Uteis para gerar
dados de geometrias [MORGON & COUTINHO, 2007].

A maioria dos grandes avancos obtidos na pesquisa de métodos semi-empiricos
foi essencialmente incorporada em um unico programa: 0 MOPAC (Molecular Orbital
PACkage). Iniciado em 1983, no grupo do Prof. M. Dewar, com a participacédo do Prof.
J. Stewart, que também é o responsavel pelo desenvolvimento de muitos métodos
paramétricos bem sucedidos [STEWART, 1996].

2.13 Docagem

Os sitios ativos das enzimas e os sitios de interacdo presentes em receptores
exibem alta seletividade no reconhecimento de seus bioligantes. Se, de alguma forma,
estas interacdes pudessem ser explicadas e preditas por algum método, a modelagem de
moléculas inéditas seria realizada de forma muito mais eficiente. Com isso surgiu a
técnica de atracamento molecular, também conhecida como docagem (ou ancoramento)
molecular, na década de 1980 [KUNTZ et al., 1982], atualmente bastante utilizada
quando as estruturas dos sitios ativos e das moléculas estdo disponiveis, ou ainda para o
atracamento entre duas proteinas.

Muitos programas de docagem empregam meétodos de inteligéncia artificial,
como algoritmos genéticos (AG), que sao particularmente Uteis na resolucdo de
problemas com um vasto nimero de variaveis, por sua rapidez e eficiéncia no encontro
de solucdes [LINDEN, 2006]. Este algoritmo foi proposto nos anos 60 por John H.
Holland, pesquisador da Universidade de Michigan (EUA), e foi primeiramente
utilizada na Quimica por Lucasius e Kateman (1991), em um trabalho para selecédo de
comprimentos de onda em espectros de ultravioleta. O AG otimiza as solugdes
encontradas em varias situagdes, sendo considerado um dos melhores algoritmos de

otimizacdo estocastica, encontrando solucdes muito proximas as verdadeiras (as
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encontradas em métodos experimentais, como a cristalografia de raios-X) [COSTA
FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al., 1998].

Os AG simulam matematicamente idéias genéticas, sendo necessarias 5 etapas
basicas: a codificacdo das variaveis, a criagdo da populacdo inicial, a avaliacdo da
resposta (aptidao), o cruzamento (“‘crossover”) e a mutagdo [PAGADALA et al., 2017].
A codificagdo das variaveis consiste na criacdo dos “cromossomos”, formados por
possiveis solucdes (ou seja, pelas conformacdes e orientagdes de um ligante frente a
uma proteina/sitio ativo), que podem ser definidas por um grupo de valores (geralmente
por codificacdo binaria) descrevendo a translacéo, orientacdo e conformacéo do ligante
atracado, chamado genotipo; as caracteristicas atbmicas de um ligante correspondem ao
seu fendtipo. Com isto, temos a criacdo da populacgdo inicial, constituida por varios
cromossomos. Quanto maior ¢ a diversidade da populacdo, maior o nimero de solucdes
diferentes. Se a populacdo inicial foi gerada usando alguma técnica heuristica para
obtencdo de individuos de boa qualidade, 0 AG pode chegar a solugdes mais
rapidamente quando comparado ao processo de geracdo aleatéria de individuos
[REEVES, 1995].

A aptidao de um individuo da populacdo € entdo calculada a partir dos valores
descritos acima, baseados no mérito relativo das solucBes encontradas. Pares
randomicos de cromossomos séo entdo cruzados, onde novas geragcdes de cromossomos
herdardo caracteristicas de seus “pais”. Alguns passardo pelo processo de mutagdo, onde
ocorrem alteracdes nas informacdes contidas nos genes. A selecdo da descendéncia de
tais geracfes € baseada na aptiddo dos novos cromossomos: aqueles que melhor
interagem com o seu ambiente (proteina) sdo selecionados, e aqueles que ndo se
adaptam bem sdo abandonados [COSTA FILHO & POPPI, 1999; MORRIS et al.,
1998].

As fungdes de escore (“‘scoring functions”) ou fungdes de pontuagdo mensuram
0 grau de aptiddo dos individuos, permitindo a classificagdio dos chamados
posicionamentos ou “poses”, que sdo as combinagdes de orientagdes e conformagodes do
ligante no sitio receptor [MORGON & COUTINHO, 2007]. Existem trés tipos de
fungdes de pontuagdo: as baseadas em campos de forga, as empiricas e as baseadas em
conhecimento [KITCHEN et al., 2004].

As funcgdes de pontuacdo baseadas em campos de forca quantificam a soma de

duas energias: a de interag@o entre o receptor e o ligante (energia “externa”) e a energia
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“interna” do ligante. As interacOes entre o ligante e a proteina sdo quase sempre
descritas utilizando termos de energia eletrostatica e de van der Waals.

O termo eletrostatico € uma formulacdo de Coulomb, com uma funcdo dielétrica
dependente de distancia, para o tratamento de interacdes carga-carga [KITCHEN et al.,
2004]. Varias funcdes sdo baseadas em diferentes parametros de campos de forca; a do
programa AutoDock [MORRIS et al., 1998], por exemplo, é baseada no campo de forca
AMBER [WEINER et al.,1984]. Algumas fungdes possuem extensdes dos termos de
energia para englobar termos entropicos. Como exemplo, temos a inclusdo de termos de
entropia torcional ao “GScore” e “Goldscore” [VERDONK et al., 2003], e a inclusdo de
termos para ligagdo hidrogénio entre ligante e proteina no “Goldscore” [VERDONK et
al., 2003] e “AutoDock” [MORRIS et al., 1998].

As funcbes de pontuacdo empiricas reproduzem dados experimentais, como
energias de interacdo e conformacdes, como uma soma de varias funcdes
parametrizadas, baseado na aproximacdo das energias de interagcdo por uma soma de
termos individuais ndo-correlacionados. Tais termos sdo obtidos de uma anlise por
regressdo, usando energias de interacdo determinadas experimentalmente, com
informac@es estruturais (obtidas por cristalografia de raios-X). Suas formas funcionais
séo frequentemente mais simples que as fungdes de escore obtidas por campos de forca,
com termos de avaliacdo mais simples. Sua desvantagem reside na dependéncia dos
conjuntos de dados moleculares, o que leva a diferentes fatores (quando comparados a
funcBes de campos de forca), que ndo podem ser facilmente recombinados em uma nova
funcdo de aptiddo [KITCHEN et al., 2004].

E por ultimo, também existem as funcbes de pontuacdo baseadas em
conhecimento, que foram feitas para reproduzir estruturas experimentais ao invés de
energias de ligacdo. Os complexos proteina-ligante sdo modelados usando potenciais de
interacdo atdbmica relativamente simples. Implementagdes destas func¢bes incluem o
“PMF” (“Potencial of Mean Force”) [MUEGGE & MARTIN, 1999] e o “DrugScore”
[GOHLKE et al., 2000], que também incluem correcGes como a acessibilidade ao
solvente, dentre outras. Tais fungdes primam pela simplicidade, fazendo com que
grandes conjuntos de moléculas possam ser avaliadas com rapidez. A desvantagem
deste metodo reside no fato de que sua derivacdo é baseada na informacgéo codificada
implicitamente em conjuntos limitados de complexos proteina-ligante.

A etapa de reconhecimento molecular entre o ligante e a macromolécula é um

processo complexo, pois envolve fatores entalpicos e entropicos e que incluem a
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flexibilidade do ligante e da proteina, o efeito do ambiente protéico na distribui¢do de
cargas do ligante e possiveis interacdes com moléculas de agua presentes no meio [
KITCHEN et al., 2004]. Assim, em razdo desses fatores, é necessario avaliar qual
funcdo de pontuacdo se adequa melhor para cada sistema proteina-ligante a ser
estudado.

Os métodos de docagem molecular sdo geralmente conhecidos por serem
eficazes na reproducédo das geometrias de interacdo, mas simplificacbes adotadas em
suas funcgdes de pontuacdo podem reduzir o nivel de correlacéo entre as pontuacdes e as
informacdes experimentais relacionadas a interacdo ligante-enzima, como K; ou Clsg
[TACSAY & KESERU, 2015; KAWASAKI & FREIRE, 2011]. Além da complexidade
dos fendémenos associados a ligacdo ligante-proteina, esse baixo desempenho das
funcBes de pontuacdo pode estar associado, pelo menos em parte, a sua incapacidade de
incorporar efeitos quanticos como a transferéncia de carga entre proteina e ligante e a
grande variacdo nas cargas atdbmicas entre diferentes estruturas de ligantes e proteinas.
[ZHOU & HUANG, 2008]. Claramente, o célculo da energia associada a ligacdo
ligante-proteina se beneficiaria do uso de abordagens tedricas mais sofisticadas,
incluindo métodos baseados em mecéanica quantica. De fato, ha exemplos na literatura
que utilizam célculos de mecénica quantica para produzir valores de entalpia que,
juntamente com outros termos termodindmicos calculados, reproduzem dados de
energia livre que se correlacionam bem com dados experimentais [WANG et al., 1994;
OLIVEIRA et al., 2006; FANFRLIK et al, 2010; DOBES et al., 2011].
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é contribuir para o planejamento de inibidores da Shp2
mais seletivos e potentes, fazendo uso da modelagem molecular. Dentro deste objetivo
geral, este trabalho buscou alcangar os seguintes objetivos especificos:

e Desenvolver um procedimento para identificacdo de inibidores seletivos da
Shp2, combinando a docagem molecular de duas séries de compostos
(totalizando 76 estruturas) na Shp2 e na Shpl, com o refinamento das
geometrias resultantes e calculo das entalpias de interacao através do método do
orbital molecular semi-empirico PM7 em ambas as enzimas.

e Desenvolver uma metodologia que permita considerar a influéncia do efeito
eletrolitico na correcdo dos valores experimentais de Cls, atraveés da
determinacédo da forca idnica do meio e da estimativa da razéo dos coeficientes
de atividade das espécies envolvidas no equilibrio de dissociacéo
enzima/inibidor.

e Construir um modelo de previsao da atividade de inibidores da Shp2 a partir dos
principais parametros termodindmicos associados a inibi¢do, conforme proposta
de Wang e colaboradores (1994), calibrado com dados obtidos
experimentalmente para uma série de inibidores, por meio de um modelo
matematico de correlacdo mdltipla.

e Validar o modelo construido com uma segunda série de inibidores da Shp2.

e Utilizar o modelo construido na predicdo da atividade relativa dos novos
compostos N-arilpiperazinicos sintetizadas pelo Dr. Ciro Gongalvez e S& no
Laboratdrio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) da
UFRJ.
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4 METODOLOGIA

4.1 Redocagem

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de cada funcdo de pontuacao disponivel
no programa GOLD 5.5 (CCDC) em prever a pose de um determinado ligante no
interior do sitio ativo da Shp2, foi realizado um estudo de redocagem. Primeiramente,
foi feita uma busca no Protein Data Bank a fim de selecionar uma estrutura
cristalogréfica da Shp2 apropriada para este procedimento, ou seja, de boa resolucédo e
que contivesse um ligante cocristalizado estruturalmente mais parecido com as séries de
compostos que seriam utilizados como base empirica no trabalho. A estrutura escolhida
foi a Shp2 de cadigo 4RDD (resolucdo de 1,6 A), que possui o ligante cocristalizado 1 -
({(2R) -4-carboxi-2 - [(R) -carboxi {[(2R) -2- fenil-2-sulfoacetil] amino} metil] -3,6-di-
hidro-2H-1,3- tiazin-5-il} metil) piridinio (Composto M, Figura 13) [HE et al; 2015].

Atomos de hidrogénio foram adicionados na estrutura cristalografica escolhida
(4RDD) por meio do programa GOLD 5.5 (CCDC). O ligante co-cristalizado foi
removido do sitio e entdo foi realizada a redocagem, ou seja, a docagem do ligante co-
cristalizado novamente no sitio. Este procedimento foi feito testando-se cada uma das
fungBes de pontuagdo disponiveis no programa: ChemPLP [KORB et al., 2007, 2009],
Chemscore [ELDRIDGE et al.,1997] , Goldscore [VERDONK et al., 2003], e ASP
[BONET et al., 1997]. Foi escolhido como centro do sitio de interacdo o atomo de
enxofre do residuo catalitico Cys459 localizado na alga P. O sitio foi padronizado com
um raio de 15 A ao redor deste atomo. O valor de 10 A, que é o raio padrio do
programa GOLD 5.5 (CCDC) nao foi utilizado por ndo abranger a al¢a B5-B6. As
funcBes de pontuacdo foram entdo avaliadas de acordo com o valor do desvio médio
quadratico (RMSD) entre as estruturas docadas de maior pontuacdo e a estrutura

experimental.

4.2 Estudo da seletividade dos inibidores da Shp2

Duas séries de compostos foram selecionadas da literatura para serem avaliadas
nesta etapa. A serie 1 é composta por 52 derivados da indolina identificados por
inibirem seletivamente a Shp2 [WU et al., 2012]. A estrutura geral destes compostos

estd mostrada na Figura 14-A e os grupamentos R; e R, estdo descritos na Tabela 1
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juntamente com os dados experimentais de Clso. Para esta série, apenas foi reportado
que os derivados eram seletivos para a Shp2 em relacdo a Shpl, porém somente 0s
valores de Clsp para a Shp2 foram disponibilizados [WU et al., 2012]. Os compostos
desta série que apresentavam carbonos quirais ndo foram incluidos neste estudo pois
ndo foi identificado qual enantibmero era o eutdbmero, ou seja, o responsavel pela
atividade inibitoria apresentada. A série 2 foi composta por 24 derivados do oxindol, e
sua estrutura geral estd mostrada na Figura 14-B [WU et al., 2008, LAWRENCE et al.,
2008]. Os grupamentos R; e R, bem como os valores de Clsg desta série, disponiveis

tanto para a Shp2 quanto para a Shpl, estdo apresentados na Tabela 2.

Ri/— N
N
\< /2 /;\Rz
N —NH
N— N
X EY™ mes
l\l\s —0
07y E
A B

Figura 14. (A) Estrutura geral dos derivados da indolina (série 1). (B)
Estrutura geral dos derivados do oxindol (série 2)

Tabela 1. Grupamentos R; e R, dos derivados da indolina (série 1) e seus respectivos
valores de Clso experimentais para a Shp2.

Composto R R2 Clso (umol/L)
1 3-Cl COC,H4COzH 07+03
2 3-Cl, 6-CH3; COC,H,COH 15+0,0
3 3-Cl COC,H,COH 28+0,7
4 3-Cl COC;3HsCO,H 2,807
5 3-Cl CONH(3-CO,H-CgHy) 30+0,8
6 3-CH3 COC,H,CO:H 34+23
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Tabela 1 (continuacdo). Grupamentos R; e R, dos derivados da indolina (série 1) e
seus respectivos valores de Clsp experimentais para a Shp2.

Composto Ry R» Clso (umol/L)
7 3,5-Cl COC;H4COH 45+1,2
8 3,4-Cl COC,H4COH 46+24
9 3-Cl CONHCH,CO,H 46+0,3
10 3-OCH; COC,H,COH 47+44
11 3-Cl COCOH 48+28
12 3-Cl CONHCH,CH,CO:H  48+33
13 4-COOH COC,H4CO,H 6,1+18
14 3-Cl CONH(2-CO,H-CeHs)  83+56
15 4-OCHj COC;H4COH 9,0+5,9
16 3,5-CF3 COC,H4COzH 9,1+16
17 3-CF3 COC,H,COH 113+31
18 3-F COC;H4CO-H 13,2+ 3,6
19 H COC,H4CO2H 148+7,3
20 3-Cl, 4-CH3 COC;H4COzH 16,6 + 3,6
21 4-F COC;H4CO-H 31,9+10
29 2-F COC,H,CO2H 346126
23 2,3-Cl COC,H4CO-H 143,6 £ 89,5
24 3-Cl CONH(2-CI-CgHa) 32+05
25 3-Cl CONH(4-'Pr-CeH,) 41+1,0
26 3-Cl CONH(3,4-CI-CgHy) 57+25
27 3-Cl CO(3-ClI-CgHq) 5,7 +39
o8 3-Cl CO(4-OCH3-CgHy) 63+29
29 3-Cl CO(CsHo) 6,9+22
30 3-Cl CO(3,4-Cl-CsHa) 71+18
31 3-Cl CO(2,4-Cl-CsHa) 76+13
32 3-Cl COC3H;, 78+21
33 3-Cl COCH(4-CI-CgHy) 80+19
34 3-Cl CO(3-OCH;-CHa) 81+0,8
35 3-Cl CONH(3-F-CgHa) 81+17
36 3-Cl CO(3,5-Cl-CgHg) 82+26
37 3-Cl CONH(3-CI-CgHa) 8,3 +3,4
38 3-Cl CO(CgHs) 8,4+23
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Tabela 1 (continuacdo). Grupamentos R; e R, dos derivados da indolina (série 1) e
seus respectivos valores de Clsp experimentais para a Shp2.

Composto  R; R» Clso (umol/L)
39 3-Cl CO(C3Hs) 8,5+2,0
40 3-Cl CONH(2-CF3-CgH4) 90+1,7
41 3-CI  CONHC;H4CO,C;Hs 93+22
42 3-Cl COCH,0CHz3 96+24
43 3-Cl  CONH(3-OCH3;-Cg¢Ha) 99+35
A4 3-Cl CO(4-CI-CgHy) 10,4 £ 2,0
45 3-Cl CONH(CgHs) 11,7+14
46 3-Cl CONH(2-F-CgHy) 12,2+2,0
47 3-Cl CONH(4-F- CgH,) 12,6 £5,4
48 3-Cl  CONH(2-CO,CH3- CeHs) 143 +4,1
49 3-Cl CONH(4-Cl-CgHy) 19,1 +5,1
50 3-Cl COCH,'Pr 20,7 + 10,8
51 3-Cl COCH2(CgHs) 228+45
52 3-Cl CONHCH,CO2C3Hs 60,3

Tabela 2. Grupamentos R; e R, para os derivados do oxindol (série 2) juntamente com
os valores experimentais de Clso para a Shp2 e para a Shpl, em pmol/L.

Estrutura R1 R2 CI3P? o e
53 SO,NH'Pr 2-NO, 49,6+255 110,0+40,8
54 SO,NH'Pr 2-CO,H 7,94+456 10,75+7,81
55 SOzH 2-NO, 468+102 68+17.1
56 COzH 2-CO,H 08+02 154+21
57 COzH 3-CO,H 158+6,6 725+193
58 CONHCH,(4-CIC¢Hs) 3-CO,H 223+52 19,4+1,8
59 SO,NH'Pr 3-CO,H 45+17 15717
60 SO,NH'Pr 4-COH 45+10  27,7+90
61 SO,NH, 2-NO, 11,9+15 103,7+174
62 SO,NHCH,(4-CIC¢Hs)  2-NO,  44+24  40,9+153
63 SO,NHCH,(4-MeCgHs) 3-CO,H  5+1.9 32,6+85
64 SO,NHCH,CeHs 4-COH 13+09 71+11
65 SO,NHCH,(3-CIC¢H;) 3-COH  3,8+02  425+7,2
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Tabela 2 (continuagdo). Grupamentos R; e R, para os derivados do oxindol (série 2)

juntamente com os valores experimentais de Clsp para a Shp2 e para a Shpl, em

pmol/L.

Estrutura R R CIinv? cri?
66 SO,NHCH,(4-CICgHs) ~ 3-COH 14+06 1872
67 SO,NHCH,(4-CICsHs) ~ 4-CO,H 59+14 181+37
68 SONHCH,(2-CICgHs) ~ 4-COH 7,4+24 60,8+ 26,1
69 SO,NHCH,(2-CICsHs) ~ 3-CO,H 55+04 159+17
70 SO,NHCH(3-CF3-4-Cl-CeHs) 2-COH 229+7 32,4179
71 SO,NHCH,(4-FCgH) 3-COH 1402  183%572
72 SO,NHCH,(4-FCsHa) 4-COH 63+23 108+4,1
73 SO;NHCH,(3-Cl-4-F-CgHs)  3-COH  4,8+06 122,8+745

74 SO;NH(CHy)2(2-Cl-4-CIC¢H3) 3-CO,H 52+1,7 73,4+36,9
75 SO;NHCH,(3-CF3-4-Cl-CgHs) 4-CO.H 83+1,7 431+7.2
76 SO;NHCH,(3-CF3-4-Cl-CgH3) 3-COH 10,6+15 74,2+8,0

As estruturas dos 76 ligantes usados neste trabalho (série 1 e 2) foram
preparadas com o programa Spartan'14 (Wavefunction, Inc.) e submetidas a uma anélise
conformacional usando o método de Monte Carlo com o campo de forga MMFF (Merck
Molecular Force Field), resultando em uma distribui¢do de conférmeros. A geometria
do conférmero mais estavel para cada composto foi entdo reotimizada com o método
semi-empirico PM3 [STEWART, 1989].

Os ligantes reotimizados foram entdo docados no sitio ativo da Shp2 (cédigo
4RDD) e da Shpl (co6digo 4GS0) usando a funcdo de pontuacdo selecionada através do
estudo de redocagem.

Os complexos proteina-ligante contendo as “poses” (orienta¢do e conformacao)
de maior pontuacdo para cada composto foram exportados e usados para preparar 0s
arquivos de entrada dos célculos semi-empiricos. Para reduzir o tempo de célculo, os
residuos de aminoacidos contendo pelo menos um atomo dentro de um raio de 6,0 A ao
redor do composto mais volumoso da série 1 (composto 25) foram selecionados para
compor o sitio de interagdo da Shp2; os residuos de aminoécidos correspondentes foram
selecionados para compor o sitio de interacdo da Shpl (Tabela 3). Para manter o sistema
com camada fechada, atomos de hidrogénio foram adicionados nas liga¢des truncadas,
através do programa Babel [O’BOYLE et al., 2011].
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Tabela 3. Residuos de aminoacidos usados para compor os sitios de interagdo da Shp2 e
da Shpl

Enzima Residuos de aminoacidos

278, 279, 280, 281, 282, 361, 362, 363,

364, 365, 366, 423, 424, 425, 426, 427,

428, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465,
466, 505, 506, 507, 508, 509, 510

Shp2 (4RDD)

275, 276, 271, 278, 279, 355, 356, 357,

358, 359, 360, 417, 418, 419, 420, 421,

422, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 4509,
460, 499, 500, 501, 502, 503, 504

Shp1 (4GS0)

As estruturas foram otimizadas com o método do orbital molecular PM7
[STEWART, 2013], disponivel no programa MOPAC 2016 (Stewart Computational
Chemistry), usando orbitais moleculares localizados para as estruturas contendo um
grande nimero de atomos [STEWART, 1996]. O método PM7 é bastante rapido e pode
ser aplicado rotineiramente em sistemas contendo centenas de 4tomos, e possui erro
médio atribuido ao calor de formac&o de compostos organicos de apenas 4,0 kcal.mol™
[STEWART, 2013]. Para evitar uma possivel desestruturacdo do sitio de interacdo, 0s
atomos das ligacdes peptidicas (N-Ca-C=0) tiveram suas coordenadas fixadas durante
a otimizacdo da estrutura, que foi efetuada seguindo os critérios padrdo do programa,
mas com o uso de orbitais moleculares localizados, que ndo alteram na pratica 0s
resultados em comparacdo com o método SCF, mas aceleraram significativamente os
calculos [STEWART, 1996]. A inclusdo de efeitos de campo na resolucdo da equagédo
de Schrodinger foi baseada no modelo COSMO, desenvolvido por Klamt e Schiitimann
(1993), no qual o soluto é imerso em um continuo de constante dielétrica (g) adequada
[KLAMT & SCHUUMAN, 1993]. Para o interior das proteinas, existem muitos valores
sugeridos na literatura, sendo um dos mais aceitos € = 4,0 [GILSON & HONIG, 1986],
adotado neste trabalho.

A otimizagdo das geometrias moleculares foi realizada em duas etapas: na
primeira, apenas as coordenadas dos atomos de hidrogénio foram otimizadas; esta etapa
foi seguida pela otimizacdo das coordenadas de todas as cadeias laterais dos
aminoacidos e de todos os atomos do ligante. A entalpia de interacdo (AH;,;) foi entéo

calculada para cada composto de acordo com a equagéo 1:
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AHint — Achomplexo . (AHfSitio + AH;igante) 1)

complexo

Na equacéo 1, AHf é a entalpia de formacdo do complexo formado pelo
sitio

sitio e o ligante usando €=4,0, AH F  €aentalpia de formagao do sitio na conformagao

ligante ,

f e
a entalpia de formacdo do ligante em agua (¢=78,4), pois o ligante fica solubilizado no

apo (codigo 4HJP para a Shpl e codigo 3ZM1 para a Shp2) usando £=4,0 ¢ AH

meio aquoso antes de sua entrada no sitio ativo da enzima.

Para a serie 1, a eficiéncia de predigdo da seletividade dos derivados de indolina
com base nos valores de AH;,; obtidos foi verificada por um teste estatistico pareado
com nivel de confianca de 99%. O valor de t da distribuicdo de Student (tcac) foi
calculado da seguinte forma [SKOOG, 2013]:

AAH ¢t

Sd/qu

)

tealc =

O termo AAH,,, representa o valor médio das diferencas entre os valores de
AH;,, obtidos para Shp2 e Shpl e deve ter uma distribuicdo normal. O termo Sq
representa o desvio padrdo estimado de AAH;,; obtido pela equacdo 3 e N € o grau de
liberdade.

AAHppy = AHip "% — AH;, 7 (3)

A hipétese nula (Ho) para comparacgdo estabelece que os valores de AHf,f‘tpz séo
Shp1l

estatisticamente iguais aos valores de AH; /"~ e serd aceita se t.q estiver entre 0s

valores tabelados de t.ritico (teritico = 12,676, teste de duas caudas, N= 51graus de

liberdade, nivel de confianca de 99%). Desta forma, duas hipdteses alternativas podem

Shp2

ser formuladas (H; e Hy). A hipdtese alternativa H; estabelece que os valores de AH; ,

Shp1l
int

teaie TOr menor que t.ico- A hipotese alternativa H; estabelece que os valores de

sdo estatisticamente menores (mais favoraveis) aos valores de AH e sera aceita se

Shp1l

AH;"P? g3 estatisticamente maiores (menos favoraveis) aos valores de AH; [ e sera

int

aceita se t.q; for maior que t ritico-
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Para os inibidores da série 2 estdo disponiveis na literatura os valores de Clsg
tanto para a Shp2 quanto para a Shpl [WU et al., 2008, LAWRENCE et al., 2008]. A
disponibilidade de valores de Clsy para as duas enzimas permite que se determine a
seletividade de forma quantitativa e, por este motivo, foi adotado um procedimento
diferente para verificar a eficiéncia da previsdo da seletividade destes compostos. A
seletividade relativa (SR) para a série 2 foi calculada da seguinte maneira:

Shp1
Clg,

Dso_ 4 4
ciom? TSR 4)

SR =

com o desvio padréo (ssg) determinado pela equacéo 5:

Shpi 2 Shp2 2
sse=| |(—mes) 4+ (=) |sr 5)
SR CIShpl CIShpZ

50 50

Depois a obtencdo dos valores de AAH;,, através da equacdo 3, a diferenca
percentual relativa das entalpias de interacdo (%AAH;,,) foi calculada através da

equacéo 6:

AAHnt

AHint:

%AAH,,, = ( ) x 100 6)

Onde AH;,, representa o valor de AH;,; mais favoravel (mais negativo) obtido

int

para cada composto. Os valores de AAH;,,; foram comparados com os dados de SR.

4.3 Construcdo do modelo de predicdo da atividade de inibidores da Shp2

A ligacéo seletiva de moleculas para formar complexos é de importancia central
para a farmacologia e a quimica medicinal. Apesar de fatores cinéticos poderem
influenciar os rendimentos de diferentes complexos moleculares em ambientes
celulares, os fatores primordiais que devem ser considerados na analise do

reconhecimento molecular sdo termodinamicos.
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Uma reacdo quimica avanga espontaneamente no sentido da diminuicdo da
energia livre e, portanto, o equilibrio termodinamico € alcancado quando a variagdo da

energia livre (AG) da reacdo € igual a zero.

{Produtos}

AG = AG® + RTIn—— =
{Reagentes}

(7)

Onde AGY é a variacdo de energia livre padrdo (temperatura (T) de 25°C,
concentracdo de 1mol L de todos os reagentes e pressdo de 1 atm) e R é a constante
fundamental dos gases (R= 8,314 J mol™ K™).

Neste caso, quando o equilibrio termodindmico é alcancado (AG=0), a relacdo
entre os produtos e reagentes torna-se uma constante, chamada constante de equilibrio
ou constante termodinamica (K). Tradicionalmente, nas reac6es de inibicdo enzimatica a
constante refere-se ao equilibrio de dissociacdo do complexo enzima-inibidor, sendo
chamada de constante de inibicdo. Neste trabalho, o termo K; sera utilizado para
representar a constante de inibicdo termodinamica, que é uma funcdo das concentragdes
efetivas (atividades) das espécies envolvidas no equilibrio, e assim diferencid-la da
constante de inibicdo obtida através de métodos espectroscopicos (K;) que € uma funcédo
das concentracdes formais dos reagentes e produtos. Existem diferentes tipos de
inibicdo enzimatica, mas assumiremos, por simplicidade, que a inibicdo é do tipo
competitiva, em que a interacdo entre a enzima e o inibidor ocorre no sitio ativo

enzimatico. Assim, podemos representar o equilibrio da seguinte forma:

|SI|zl Szz + 123

Onde |SI| representa o complexo sitio-inibidor com carga total z1, S representa o sitio
ativo vazio com carga z2 e | representa o inibidor com carga z3, em solucgéo.
Com base neste equilibrio, a constante de equilibrio de inibicdo (K;*) pode ser

escrita da seguinte forma:

S}

(8)

Onde {X} representa a chamada atividade das espécies envolvidas no equilibrio.

Podemos definir atividade como a “concentracdo ativa” ou “efetiva” das espécies
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envolvidas no equilibrio. Neste trabalho, adotar-se-a a expressao “concentragdo efetiva”
para {X}, pois em assuntos envolvendo inibi¢do enzimatica, o termo “atividade” ja é
empregado quando se refere a poténcia de um determinado inibidor.

Nos métodos de andlise eletroanaliticos é possivel determinar as concentragdes
efetivas {X} das espécies envolvidas num determinado equilibrio. Porém, na maioria
dos ensaios enzimaticos sdo utilizados métodos espectroscopicos de analise e com estes
ndo € possivel determinar as concentracBes efetivas, mas apenas as concentragdes
formais [X]. Desta forma, a constante de inibicdo obtida é uma constante de equilibrio

em funcédo de concentracdes formais:

_ [s1[]
Ki = [SI] ©)

A concentracdo efetiva {X} e a concentracdo formal [X] estdo relacionadas da

seguinte maneira:

X} =v[X] (10)

onde y ¢ definido como o coeficiente de atividade da espécie em questdo. Os
coeficientes de atividade séo utilizados para descrever quantitativamente o efeito dos
eletrolitos sobre as espécies carregadas presentes no equilibrio. Quando as solugdes sao
suficientemente diluidas (diluicdo infinita), tem-se uma solucdo idealmente diluida.
Neste caso y = 1 e podemos dizer que {X} = [X]. De fato, a equagdo 9 pode ser usada
para representar K; em forcas idnicas baixas, proximas de zero, pois neste caso 0 K;" se
iguala ao K;. Com isso, diz-se que as interacGes idnicas e as interacdes ion-solvente ndo
sdo levadas em conta e as espécies ibnicas coexistem como cargas pontuais muito
afastadas. Em forcas i6nicas mais altas, no entanto, é necessario considerar o efeito
eletrolitico na concentracdo efetiva das espécies envolvidas no equilibrio. Assim, em
solucBes ibnicas reais, mais concentradas, deve-se calcular os coeficientes de atividade
das espécies envolvidas no equilibrio.

Substituindo a equacdo 10 e 9 na equacéo 8, temos:

K; =B0 K, (11)
Vs
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Os coeficientes de atividade podem ser calculados conhecendo-se a forga idnica
(W) do meio, uma medida de sua concentragdo de ions. Desta forma, a forca i6nica (L)

foi calculada através da equacdo 12:

1
w=YCZ{ (12)

onde C; corresponde a concentracdo de cada ion em solucdo e Z; corresponde a carga
pontual de cada ion.

Para o célculo dos coeficientes de atividade usamos a equacdo de Guntelberg
(equacdo 13), que pode ser aplicada em forcas idnicas de até 0,1 molL™
[GUNTELBERG, 1926].

A i2
—logy: = %f (13)

onde A é uma constante que depende da constante dielétrica & da solucdo e da

temperatura T do experimento:
A =1,825X 106 (eT)~3/? (14)

Na superficie do sitio ativo da Shp2 existem dois residuos de aminoacidos
basicos o suficiente para estarem protonados no pH fisioldgico e, portanto, carregados
positivamente, Arg361 e Lys363. Suas cadeias laterais se posicionam para fora do sitio,
de forma a interagir com o meio aquoso. Devido a presenca dessas cargas, é possivel
que ocorra um gradiente na concentracdo ibnica e, portanto, na forca ibnica do meio
aquoso, sendo a forga ibnica proxima a entrada do sitio maior do que a do interior do
solvente. Porém, estimar o aumento da forca i0Gnica nesta regido é bastante complicado.
Desta forma, decidiu-se simplificar este problema assumindo que a “atmosfera” idnica é
homogénea em todo o meio reacional, gerando uma forca idnica igual a 0,075 mol L™
(célculo no item 5.3).

Assumindo que os ions em solugdo ndo entram no interior do sitio ativo, iremos

tratar o efeito eletrolitico apenas no meio aquoso, através do seguinte equilibrio:
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SIZE + :[23

|S|I|Zl

onde S’ corresponde a regido aquosa imediatamente adjacente a superficie do sitio. Esta
regido possui carga z2= +2 devido a presenca das cadeias laterais dos residuos Arg361 e
Lys363, que interagem com a solugdo. |[S’I| corresponde a entrada do inibidor | na
regido S’. Desta forma, a entrada de um inibidor de carga igual a -1 tornaria z1= +1. As
cargas presentes na regido S’ (z1 e z2) serdo consideradas como pontuais conferindo,
assim, uma penalidade pelo aumento desconhecido da forga idnica nesta regido (Figura
15).

Inibidor (carga -1)

Regido de forga
ionica maior e
carga +2

/

Figura 15. Esquema da superficie eletrostatica da Shp2 e representagdo da regido
préxima a entrada do sitio.

Sitio ativo

Apesar de ndo estarem disponiveis na literatura os valores de K; dos derivados
da indolina (série 1), sabe-se que os valores CIs, se correlacionam aos valores de K;
através da equacao de Cheng-Prusoff [CHENG & PRUSOFF, 1973]:
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Clso = K; (1+--) (15)

m

Onde S corresponde a concentracdo de substrato e Ky, corresponde a constante
de Michaelis-Menten.

Substituindo a equacdo 11 na equacdo 15, tem-se:

Clgy = ’;—(1 +=) (16)

Km

onde o termo v~ representa a razdo dos coeficientes de atividade das espécies envolvidas

no equilibrio de dissociacéo sitio-inibidor:

* YsVi

YsiI (17)

14

Desta forma, é possivel calcular a concentracdo efetiva de inibidor responsavel

por inibir 50% da atividade enzimatica (CIs,):
y'Clyo = K; (1+-=) = CI (18)

Depois de obtidos os valores de pCIz, a partir dos valores experimentais de Clsg
(em mol L™) dos derivados da indolina para a Shp2, buscou-se construir um modelo
termodinamicamente consistente para a predi¢do da atividade de novos inibidores da
Shp2.

De forma geral, a formag&do do complexo sitio-inibidor pode ser conceitualmente
dividida em duas etapas: Na primeira ocorre o transporte do inibidor da fase aquosa até
o interior da enzima e na segunda etapa ocorre a interacdo entre o inibidor e o sitio

ativo, conforme mostrado no esquema da Figura 16.
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AGE,

Inibidor ,, + Sitio Ativo ,_49y —= Inibidor/Sitio Ativo ,_,

fj ac? /AG?

Inibidor ._, , + Sitio Ativo ,_,,

Figura 16. Ciclo termodinamico com as principais etapas da formacgdo do complexo
proteina-ligante. O valor € = 4,0 refere-se a representacdo do restante da proteina como
um meio continuo de constante dielétrica uniforme.

Dessa forma, a variacdo de energia livre padrdo associada a interacdo entre a
enzima e o inibidor que leva & formag&o do complexo enzima-inibidor, AGY,,, pode ser
escrita como o somatdrio da energia livre de Gibbs padréo da particdo do ligante entre a
fase aquosa e a proteina (AG?) e da energia livre de Gibbs padrdo da interacdo entre o

ligante e o sitio ativo no interior da proteina (AGY):

AGS, = AGY + AGY (19)
No caso de complexos enzima/inibidor, AGZ,, corresponde ao oposto da variacéo

da energia livre de Gibbs padréo de dissociagdo (AGS;.), a qual pode ser relacionada

com a constante de inibicdo termodinamica (K;") da seguinte forma:

AGE, = —AGS,.s = RTInK; = 2,303 RT log K; (20)

Apesar dos valores de K;" para os derivados da indolina ndo estarem disponiveis
na literatura, eles podem ser considerados proporcionais aos valores de CIz, (equagéo
18) e, portanto, a equacgdo acima deve se manter valida para os dados de CIz, a menos
de um fator multiplicativo.

Substituindo AGZ,, na equaco 20 e substituindo K, por CIZ,, temos:

2,303 RT logK; = 2,303 RT log CI:, + B = AGY + AGY (21)
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onde B é uma constante, igual a 2,303RTlogC, onde C é a constante de
proporcionalidade entre K;" e CIZ,.

O termo AGY corresponde & energia livre associada com o processo de
transferéncia do inibidor da fase aquosa para o interior do sitio ativo. Assumindo que
esta transferéncia seja um processo passivo, a eficiéncia com a qual o inibidor é
transferido para o interior do sitio pode ser relacionada com a energia livre de
solvatagdo (Eson) do inibidor. Quanto mais favoravel (negativo) for o valor de Egoj, mais
afinidade o composto tera pelo meio aquoso e menos afinidade tera pelo interior do sitio
ativo da enzima, que € um meio com um carater mais lipofilico. Os valores de Egoy
foram calculados através do método SM5.4 [CRAMER et al., 1992; CHAMBERS et
al., 1996; GIESEN et al., 1997] do programa Spartan'14 (Wavefunction Inc.). O método
SM5.4 baseia-se na estimativa de efeitos eletrostaticos pelo modelo de Born
generalizado com efeitos de blindagem e de desblindagem dielétrica dependente da
forma molecular e nas estimativas do efeito da primeira camada de solvatacdo a partir
de tensdes superficiais atbmicas dependentes das vizinhancas, combinadas com areas de
superficie acessiveis ao solvente para cada atomo no soluto. Parametros sao obtidos por
ajuste empirico a dados experimentais. O modelo é aplicavel nas otimizacbes de
geometrias realizadas com o método PM3. Além de moléculas contendo os a&tomos de
hidrogénio e carbono, também estdo incluidos na parametrizacdo do método SM5.4
moléculas contendo heterodtomos (N, O, S, F, Cl, Br, I).

O termo AGY é composto de um termo entélpico, AHiq;, € um termo entrépico, -
TASi. A variagdo da entalpia de interacdo (AHin) foi calculada conforme descrito no
item 4.2. A entropia de um ligante esta associada as entropias translacional, vibracional,
rotacional e conformacional. Assumindo-se as perdas de entropias translacional,
vibracional e rotacional no processo de interacdo com a enzima como similares para
todos os compostos avaliados, pois estes tém estruturas bastante semelhantes, e como a
funcéo de predicdo sera posteriormente calibrada com dados experimentais de atividade,
0 termo entropico -TAS; referente a AG§ sera considerado como sendo essencialmente
conformacional. Sendo assim, este termo sera considerado como apenas proporcional ao
numero de ligagdes rotacionaveis que se tornaram “congeladas” (N rc) como resultado
da interacdo do inibidor com o sitio ativo, conforme proposto por Wang e colaboradores

(1994). Os demais termos entrdpicos ndo sdo nulos, mas por serem aproximadamente
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constantes na série avaliada, serdo incluidos como uma constante na equacao 21, gerada

pela calibracdo. Logo, pode-se reescrever a equacdo 21 da seguinte forma:

RTlOgCI;O - ClEsolv + CZ AHint + C3NLRC + C4, (22)

na qual os coeficientes c;-c4 podem ser determinados ajustando-se a equacgéo aos valores
experimentais de logClsy para a série de compostos da literatura, através de uma anélise
por regressao linear maltipla. O coeficiente ¢4 representa o valor onde a reta intercepta o
eixo da variavel dependente e inclui a constante B e os termos entropicos translacionais
e rotacionais, aproximadamente constantes.

Os inibidores da série 2 foram utilizados para validar o modelo construido e, por
fim, o modelo foi utilizado na predicdo da atividade relativa dos novos compostos N-
arilpiperazinicos (série 3) sintetizados pelo Dr. Ciro Goncalvez e Sa no Laboratorio de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) [SA, 2017]. A estrutura
geral dos compostos da série 3 estd mostrada na Figura 17 e 0s grupamentos R e Ar para

cada derivado estdo listados na Tabela 4.

Ar

Figura 17. Estrutura geral dos compostos N-arilpiperazinicos (série 3)

Tabela 4. Grupamento R e Ar dos compostos N-arilpiperazinicos (série 3).

Composto R Ar
77 -CH3 Pirimidin-2-il
78 -CH,CH3 Pirimidin-2-il
79 -CH,CH,COOH Pirimidin-2-il
80 -CH,CH,COOCH;3;  Pirimidin-2-il
81 -CH,CH,COOCH,CH3 Pirimidin-2-il
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Tabela 4 (continuacéo). Grupamento R e Ar dos compostos N-arilpiperazinicos

(série 3).

Composto R Ar
82 -CH3 2,3 diclorofenila
83 -CH,CH; 2,3 diclorofenila
84 -CH,CH,COOH 2,3 diclorofenila
85 -CH,CH,COOCH; 2,3 diclorofenila
86 -CH,CH,COO CH,CH3; 2,3 diclorofenila
87 -CH; Fenila
88 -CH,CH; Fenila
89 -CH,CH,COOH Fenila
90 -CH,CH,COOCHj3 Fenila
91 -CH,CH,COOCH,CH3 Fenila
92 -CHj3 2-metoxofenila
93 -CH,CH; 2-metoxofenila
94 -CH,CH,COOH 2-metoxofenila
95 -CH,CH,COOCH;5 2-metoxofenila
96 -CH,CH,COOCH,CH3 2-metoxofenila
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Redocagem

O estudo de redocagem mostrou que todas as funcGes de pontuacao disponiveis
no programa GOLD 5.5 (CCDC) foram eficientes em prever a pose (orientagdo e
conformacdo) do ligante cocristalizado (Figura 18), mas a funcdo de pontuagéo
Chemscore apresentou um resultado ligeiramente melhor que os outros. Os valores do
desvio médio quadratico (RMSD) para cada uma das funcdes testadas foram de 0,45 A;
0,70 A; 0,42 A e 0,45 A para as funcdes de pontuacio ChemPLP, Goldscore,
Chemscore e ASP, respectivamente. Com base nesse resultado, a funcdo Chemscore foi

escolhida para as proximas etapas do trabalho.

_Al¢ca Q
~ GIn 510 ¥

Alca P
. / Cys459 \

Figura 18. Sobreposicdo da estrutura original da Shp2 (4RDD) com o derivado da
cefsulodina cocristalizado (em tubos, atomos de C em verde) com as estruturas
provenientes da redocagem com as seguintes funcdes de pontua¢do: ChemPLP (atomos
de C em ciano), Goldscore (magenta), Chemscore (amarelo) e ASP (cinza).
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5.2 Estudo da seletividade dos inibidores da Shp2

Ap0s a docagem dos derivados da indolina na Shp2 (4RDD) e na Shpl (4GS0),
as poses dos compostos docados foram consideradas satisfatorias em ambas as enzimas.
O perfil de interacdo foi considerado satisfatorio por se assemelhar ao perfil de
interacdo observado entre o derivado da cefsulodina cocristalizado na Shp2 (4RDD).
Como pode ser observado na Figura 19A, o derivado da cefsulodina cocristalizado na
Shp2 (4RDD) possui um anel aromatico interagindo via empilhamento © com o residuo
de aminoéacido Tyr279 da alca pTyr e 0s compostos da série 1 também possuem esta
interacdo. Além disso, o derivado da cefsulodina apresenta o grupamento sulfona
interagindo via ligacdo de hidrogénio com a cadeia principal de residuos de
aminoéacidos localizados na al¢a P (porcdo mais interna do sitio) e os compostos da série
1 também apresentaram este perfil de interacdo. Alguns compostos da série 1 também
interagiram via ligacdo de hidrogénio com o residuo de GIn510 da alca P e tal interacéo
também foi observada no cocristal (Figura 19A).

Devido a semelhanca do sitio ativo da Shp2 com o sitio ativo da Shpl, o perfil
de interagdo entre os compostos da série 1 com o sitio da Shpl (4GS0) também
apresentou algumas caracteristicas semelhantes ao perfil de interacdo destes compostos
com o sitio da Shp2 (4RDD). Também se observou alguns aspectos semelhantes entre
os modos de interacdo dos compostos da série 1 com os do ligante cocristalizado na
Shpl (4GS0) como, por exemplo, a interacdo via empilhamento r do anel aromatico do
ligante com o residuo de tirosina 276 da alca pTYr; além disso, o grupamento sulfona
dos compostos da série 1 ficou localizado préximo do grupamento fosfonato do ligante
cocristalizado na Shpl (4GS0), interagindo via ligacdo de hidrogénio com a cadeia

principal de residuos de aminoacidos localizados na alca P (Figura 19B).
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‘:—""{';"' l.lA Alca pTi

Figura 19. (A) Sobreposicdo dos modos de interacdo do composto 10 da série 1 (em
tubos, carbonos em verde) com o sitio da Shp2 (4RDD) e do derivado da cefsulodina
cocristalizado (em tubos, carbonos em cinza). (B) Sobreposicdo dos modos de interagédo
do composto 10 da série 1 (em tubos, carbonos em verde) com o sitio da Shpl (4GS0) e
do ligante cocristalizado (em tubos, carbonos em cinza). As interacfes estdo
representadas por linhas pontilhadas pretas. Principais residuos envolvidos nas
interacdes em tubos, carbonos em cinza. Figura gerada com o programa PyMOL v0.99
(DeLano Scientific LLC).
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No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os valores de pontuacéo
entre a Shp2 e a Shpl, com um nivel de confianga de 99% (Tabela 5). Os métodos de
docagem molecular sdo geralmente conhecidos por serem eficazes na reproducdo das
geometrias de interacdo, mas simplificacdes adotadas em suas funcBes de pontuacédo
podem reduzir o nivel de correlacdo entre as pontuacGes obtidas e os dados
experimentais de atividade, como K; ou Clso [TACSAY et al., 2015].

Tabela 5. Pontuagdes obtidas através da docagem molecular com a fungcdo Chemscore
para 0s compostos da série 1 na Shpl e na Shp2.

Pontuacéo Pontuacéo Pontuacéao Pontuacéo

Composto Composto

(Shp1) (Shp2) (Shpl) (Shp2)
1 29,24 30,53 27 32,00 30,17
2 29,77 29,14 28 29,54 30,47
3 31,33 28,20 29 30,80 29,13
4 28,71 28,92 30 31,77 30,88
5 35,72 29,91 31 31,11 31,47
6 28,52 28,89 32 30,36 30,24
7 30,00 30,02 33 31,73 32,73
8 29,01 28,04 34 28,59 28,31
9 28,80 29,80 35 32,31 29,37
10 29,72 28,71 36 32,84 30,55
11 28,34 30,58 37 30,03 28,61
12 28,05 27,67 38 29,07 30,04
13 34,11 27,85 39 31,73 30,03
14 29,56 27,80 40 29,01 28,62
15 25,58 26,55 41 29,87 28,64
16 23,95 27,58 42 31,47 28,73
17 29,28 29,53 43 31,37 31,04
18 27,87 28,96 44 32,72 29,39
19 27,65 28,78 45 26,99 27,95
20 28,68 28,67 46 27,28 29,64
21 25,85 27,36 47 32,92 31,11
22 28,51 28,39 48 29,67 28,68
23 29,12 30,61 49 33,11 29,41
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Tabela 5 (continuacdo). Pontuacdes obtidas através da docagem molecular com a

funcdo Chemscore para 0s compostos da série 1 na Shpl e na Shp2.

Composto Pontuacéo Pontuacéo Composto Pontuacao Pontuacgéo
(Shpl) (Shp2) (Shpl) (Shp2)
24 29,79 29,16 50 31,07 29,81
25 31,72 30,54 51 29,21 33,33
26 33,86 30,90 52 30,88 30,31

Um método melhor para quantificar a energia de interacdo enzima/ligante foi
entdo explorado. Os métodos mecénicos quanticos semi-empiricos sdo rapidos o
suficiente para serem aplicados a sistemas contendo centenas de atomos de forma
rotineira. O método do orbital molecular PM7 € um dos mais recentes métodos semi-
empiricos e possui erro médio para o calor de formacdo de compostos organicos de
apenas 4,0 kcal.mol™' [STEWART, 2013]. O método PM7 possui algumas melhorias
em relacdo aos seus antecessores: nele foi feita uma modificacdo para melhorar a
descricdo das interacBes ndo covalentes, uma caracteristica essencial nesse estudo, e
dois pequenos erros no formalismo do NDDO presentes nos métodos semi-empiricos
anteriores foram corrigidos. [STEWART, 2013].

Depois de realizada a otimizagdo da geometria dos sitios vazios, ligantes e dos
complexos sitio/ligante, as entalpias de interacdo dos compostos da série 1 foram
calculadas em ambas as enzimas (Shp2 e Shpl). Os valores de entalpias de formacéo
estdo listados na Tabela 6 e os valores de entalpias de interacdo (AHin;) correspondentes
estdo listados na Tabela 7.

Tabela 6. Entalpias de formagdo (Hy) em kcal mol™, para os ligantes da série 1 e para
os complexos sitio-ligante obtidos com a Shp2 (4RDD) e a Shpl (4GS0)

Hcomplexo Hcomplexo complexo Hcomplexo

Ligante f f ;igante Ligante f f lfigante
(Shp2)  (Shpl) (Shp2)  (Shpl)

1 -2287,00 -2261,17 -296,56 27 -2035,53 -2031,46  -75,46
2 -2262,83 -2281,39 -301,76 28 -2077,08 -2073,23  -109,67
3 -2245,73  -2276,93  -263,84 29 -2068,45 -2064,68 -107,89
4 -2289,77 -2241,65 -298,79 30 -2059,18 -2035,96  -82,03
5 -2294,45 -2184,51 -260,04 31 -2042,29 -1984,51  -85,27
6 -2269,5 -2229,38  -296,5 32 -2077,53 -2048,43 -112,21
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Tabela 6 (continuacdo). Entalpias de formagdo (Hy) em kcal mol™?, para os ligantes da
série 1 e para os complexos sitio-ligante obtidos com a Shp2 (4RDD) e a Shpl (4GS0)

Ligante

Hcomplexo Hcomplexo

f

ligante

Ligante

Hcomplexo Hcomplexo

f

ligante

(Shp2)  (Shpy) (’éhp2> (Shp1)

-2286,78 -2245,24 -298,4 33 -2059,03 -2038,49 -86,62
8 -2291,01 -2287,45 -300,08 34 -2056,84 -2013,14 -108,35
9 -2288,85 -2227,15 -287,49 35 -2076,26 -2083,74 -117,02
10 -2322,72 -2319,97 -326,43 36 -2055,75 -2013,21 -83,16
11 -2246,89 -2218,03 -281,64 37 -2034,24 -2029,16 -79,1
12 -2256,56 -2256,52 -292,80 38 -2009,19 -2019,25 -66,74
13 -247294 -2478,14 -472,78 39 -2044,48 -2023,53 -76,23
14 -2236,38 -2175,81 -258,07 40 -2194,64 -2162,23 -225,3
15 -2300,36 -2254,74 -316,16 41 -2165,91 -2148,46 -195,65
16 -2590,14 -2571,2 -601,27 42 -2083,2 -2069,26  -132,58
17 -2414,4  -2392,88 -448,16 43 -2074,05 -2049,38 -109,28
18 -2305,6 -2293,14 -332,24 44 -2045,95 -2027,71 -76,37
19 -2273,81 -2269,01 -285,82 45 -2026,87 -2001,81 -66,64
20 -2275,53 -2273,16 -304,21 46 -2069,21 -2069,31 -111,67
21 -2288,19 -2323,91 -332,52 47 -2077,14 -2080,1 -114,54
22 -2292,84 -2316,04 -328,69 48 -2110,69 -2104,78 -157,48
23 -2269,2 -2263,55 -302,69 49 -2048,59 -2017,98 -76,62
24 -2051,73 -2036,28 -75,69 50 -2082,15 -2082,56 -117,25
25 -2045,62 -2011,44 -86,8 51 -2037,01 -2005,25 -76,54
26 -2057,51 -1999,97 -84,03 52 -2161,07 -2139,41 -189,87

H]f“i" (ShP2) _ _ 189221 kcal mol ~1

H;“"" ShPL) _ _1890,38 keal mol~

1

Tabela 7. Entalpias de interagdo (AH,;) calculadas pelo método PM7, em kcal mol™,

para os complexos da série 1 obtidos com a Shp2 (4RDD) e com a Shpl (4GS0).

Composto  pg; P2 AHS™'  Composto  AHSP? AHGP!
1 -98,23 -74,23 27 -67,86 65,62
2 -68,86 -89,25 28 -75,20 73,18
3 -89,68 -122,71 29 -68,35 66,41
4 -98,77 -52,48 30 -84,94 63,55
5 -142,2 -34,09 31 -64,81 -8,86
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Tabela 7 (continuacdo). Entalpias de interacdo (AH;,) calculadas pelo método PM7,
em kcal mol™, para os complexos da série 1 obtidos com a Shp2 (4RDD) e com a Shpl
(4GS0).

Composto  pp3he2 AH™1 Composto AHP? AHP1
6 -80,79 -42,5 32 -73,11 -45,84
7 -96,17 -56,46 33 -80,2 -61,49
8 -98,72 -96,99 34 -56,28 -14,41
9 -109,15 -49,28 35 -67,03 -76,34

10 -104,08 -103,16 36 -80,38 -39,67
11 -73,04 -46,01 37 -62,93 -59,68
12 -71,55 -73,34 38 -50,24 -62,13
13 -107,95 -114,98 39 -76,04 -56,92
14 -86,10 -27,36 40 -77,13 -46,55
15 -91,99 -48,20 41 -78,05 -62,43
16 -96,66 -79,55 42 -58,41 -46,3
17 -74,03 -54,34 43 -72,56 -49,72
18 -81,15 -70,52 44 -77,37 -60,96
19 -95,78 -92,81 45 -68,02 -44,79
20 -79,11 -718,57 46 -65,33 -67,26
21 -63,46 -101,01 47 -70,39 -75,18
22 -71,94 -96,97 48 -61,00 -56,92
23 -74,3 -70,48 49 -79,76 -50,98
24 -83,83 -70,21 50 -72,69 -74,93
25 -66,61 -34,26 51 -68,26 -38,33
26 -81,27 -25,56 52 -78,99 -59,16

Observou-se que 80% dos derivados da série 1 apresentaram valores de AH; *°
Shp1l

mais favoraveis em relagdo aos valores de AH; . calculados (Tabela 7). Apos a

verificacdo da existéncia de distribuicdo normal (teste do histograma) e aplicacdo do
teste t bilateral pareado, verificou-se que ha diferenga estatistica entre os valores de

entalpia (tcqie = —4,70 < teririco = —2,40). Portanto, € correto afirmar que os

Shp2

valores de AH;, ,“ para os compostos da série 1 sdo significativamente menores (mais

Shp1l

favoraveis) em relagéo aos valores de AH;,;”~ em um nivel de confianca de 99%. Desta

forma, pode-se concluir que o calculo da entalpia de interacdo pelo metodo PM7
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mostrou-se eficiente em predizer a seletividade desta série de compostos. Para esta

Shp1

série, AHP? foi, em média, 17 kcal mol™ mais favoravel em relacdo a AH;,,,

int

No caso dos compostos da série 2, observou-se que na maioria dos complexos
sitio/ligante de maior pontuacdo, os ligantes ndo estavam posicionados no sitio
conforme esperado, de acordo como o modo de interacdo experimental observado na
estrutura cristalografica da Shp2 de cddigo 4RDD. Essa estrutura possui um derivado da
cefsulodina co-cristalizado, onde o grupamento sulfona interage com a al¢a P e um anel
aromatico interage com a alca Tyr (Figura 18). Por isso, para os arquivos de entrada dos
calculos semiempiricos para esta série, optou-se por usar um critério estrutural para a
selecdo das poses, usando-se aquelas que melhor se assemelhassem ao modo de

interacdo experimental. Um exemplo é apresentado na Figura 20.

Figura 20. (A) Pose de melhor pontua¢do do complexo formado entre o composto 70 e

a Shp2 (4RDD). (B) Pose escolhida por ser aquela que mais se assemelha ao perfil de
interacdo do ligante cocristalizado. Figura gerada com o programa PyMOL v0.99
(DeLano Scientific LLC).

Os valores de AHs para os ligantes da série 2 e para os complexos sitio-ligante
estdo listados na Tabela 8. Os valores de AH>P? e AH>™? para esta série estzo listados

int int

na Tabela 9.
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Tabela 8. Entalpias de formagédo (Hy) em kcal mol™, para os ligantes da série 2 e os
complexos sitio-ligante obtidos com a Shp2 (4RDD) e a Shpl (4GS0)

complexo Hcomplexo

Composto  f f H;"g“"te
(Shp2)  (Shpl)
53 -2010,2  -1997,1  -70,6
54 22270  -22248  -252,7
55 -2186,4  -2199,9  -202,1
56 23282  -22552  -339,0
57 23229 -2296,3  -341.2
58 21514  -2162,7  -186,0
59 22235  -2217,7  -2552
60 -2216,6  -22180  -257,0
61 -2007,9  -19816  -59,5
62 -1991,2  -19856  -42.2
63 21955  -2172,4  -226,3
64 21831  -2166,2  -218,5
65 22040  -21935  -227,3
66 22040  -21621  -226,3
67 21946  -21721  -228,3
68 22031  -21852  -229,7
69 21788  -21645  -226,3
70 -2366,7  -2336,1  -382,6
71 22462  -21984  -262,8
72 22400  -22288  -264,7
73 22389  -2201,9  -270,8
74 -2246,8  -21922  -243,0
75 -2339,9  -2306,4  -391,7
76 -2381,7  -2369,0  -388,8
' M) = 189221 keal mol™*  HJ* "V = —1890,38 keal mol~?
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Tabela 9. Entalpias de interacdo (AH,,;) em kcal mol™, calculadas pelo método PM7
dos compostos da série 2 na Shp2 e na Shp1l, diferenca entre os valores de entalpias
(AAHin), diferenca percentual relativa (%AAHiq) e seletividade relativa experimental
(SR)

Composto  AH'PY AHS'™?  AAHiy %AAH i, SR
53 -36,1 -47,4 -11,3 23,9 22+14
54 -81,7 -82,1 -0,4 0,5 1,4+1,3
55 -107,4 -92,1 15,3 -14,2 15+0,5
56 -25,8 -97,0 -71,1 73,4 19,3+55
57 -64,7 -89,5 -24.8 27,7 46+2,3
58 -86,3 -73,2 13,1 -15,2 09+0,2
59 -72,1 -76,1 -4,0 5,2 35+14
60 -70,6 -67,4 3,2 -4.,6 6,2+24
61 -31,7 -56,2 -24.5 43,5 8,7+1,8
62 -53,0 -56,8 -3,8 6,7 9,3+6,1
63 -55,7 -77,0 -21,3 27,7 6,5+3,0
64 -57,3 -72,4 -15,2 21,0 55+39
65 -75,8 -84,5 -8,7 10,3 11,2+2,0
66 -45,4 -85,5 -40,1 46,9 129+75
67 -53,4 -74,1 -20,7 27,9 31+1,0
68 -65,1 -81,2 -16,2 19,9 8,2+44
69 -47,8 -60,3 -12,4 20,6 29+04
70 -63,1 -91,9 -28,9 31,4 1,4+0,9
71 -45,2 -91,2 -46,0 50,4 18,3+6,4
12 -713,7 -83,1 -9,5 11,4 1,7+0,9
73 -40,7 -75,9 -35,2 46,4 25,6 +15,8
74 -58,8 -111,6 -52,8 47,3 14,1+85
75 -24,3 -56,0 -31,7 56,6 52+14
76 -89,8 -100,7 -10,9 10,8 70+£1,2

Em média, o valor de %AAH;,,; para os derivados ndo seletivos, ou seja, aqueles
com seletividade relativa experimental (SR) < 1,5 (54, 55, 58 e 70), foi de 15%. Por
outro lado, para compostos altamente seletivos, isto é, aqueles com SR > 10 (56, 65, 66,
71, 73 e 74), %AAH;,,; foi em média 50%. O valor médio de %AAH;,; entre esses dois

extremos é de 33% e pode ser usado como valor de corte em ensaios de triagem virtual
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para obter inibidores mais seletivos para Shp2. Considerando este valor de corte para a
série 2, foi possivel detectar 83% dos compostos mais seletivos e excluir 100% dos
compostos nao seletivos

Observou-se que a diferenga percentual relativa entre AH;,; (%AAH;,;) foi
moderadamente proporcional ao grau de seletividade (SR) de cada composto (R = 0,67).
Descartando-se a contribuicdo do composto 73, que tem um desvio padrdo de SR
experimental muito alto, obtém-se uma melhor correlacdo (R = 0,70), como pode ser

visto na Figura 15.
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Figura 21. Correlacdo entre a seletividade relativa (SR), baseada nos dados de Clsg
experimentais e a diferenca relativa percentual (%AAH;,;) das entalpias de interacéo
dos compostos da série 2.

Em geral, observou-se que os diferentes grupamentos R, presentes nos
compostos da série 2 se posicionam proximo aos residuos de aminoécidos da alga B5-B6
tanto na Shp2 quanto na Shpl. De fato, as principais diferencas entre a Shp2 e a Shpl se
localizam nessa regido. A alga B5-p6 ¢ conhecida como a regido da superficie do sitio
ativo com o maior numero de residuos de aminoacidos néo conservados entre as PTP e,
portanto, tem uma grande influéncia na especificidade dos substratos [SCOTT et al.,
2010]. Como pode ser observado nas Figuras 22A e 22B, existe um residuo de Lys364
na alca B5-p6 da Shp2 e, ocupando o mesmo lugar, um residuo de Arg358 na Shpl.

Observa-se que, na Shpl, o residuo de Arg358, por ter uma cadeia lateral mais
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volumosa e mais posicionada para o interior do sitio, parece prejudicar a entrada dos
grupamentos aromaticos dos compostos 56 e 71 na regido entre a al¢a B5-p6 e o residuo
de Tyr279 da alca pTyr (figura 22B). Estes compostos (56 e 71) sdo bastante seletivos, e
conforme era esperado, apresentaram entalpia de interacdo bem mais favoravel para a
Shp2 em relacdo a Shpl. A melhor interacdo destes compostos com a Shp2 parece estar
relacionada com a presenga de uma cavidade entre a al¢a B5-f6 e o residuo de Tyr279
da alca pTyr na Shp2 (Figura 22A). A presenga desta cavidade parece tornar possivel
para o anel aromatico do composto 56 interagir via empilhamento = com o residuo
Tyr279 e para o grupamento R2 do composto 71 (-COOH) interagir via ligacdo de
hidrogénio com a hidroxila do residuo Tyr279 (Figura 22C e 22D).

A B
' ' Lys364

cavidade

Figura 22. (A) Cavidade entre a alga B5-p6 e o residuo de Tyr279 da alca pTyr da Shp2 (4RDD);
(B) Composto 71 (carbonos em laranja) e composto 56 (carbonos em verde) interagindo com o
sitio da Shpl (4GS0); (C) Composto 56 (carbonos em verde) interagindo com o sitio da Shp2
(4RDD); (D) Composto 71 (carbonos em laranja) interagindo com o sitio da Shp2 (4RDD). Figura
gerada com o programa PyMOL v0.99 (DeLano Scientific LLC)
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5.3 Construcédo do modelo de predicédo da atividade de inibidores da Shp2

Os resultados anteriores indicam o célculo da entalpia de interacdo pelo método
PM7 a partir de geometrias de interacao definidas por docagem molecular com a fungéo
de pontuacdo Chemscore como um método efetivo para se definir a seletividade relativa
de inibidores sobre as fosfatases Shp2 e Shpl. Entretanto, seria mais informativo dispor
de um meétodo para o calculo da atividade dos inibidores, que serdo obtidas neste
trabalho através da equacdo 21, ap6s a devida calibracdo com dados experimentais. Para
tanto, pelos argumentos apresentados neste trabalho, inicialmente é necessario se
converter os dados experimentais de Clsp em dados de concentracdo efetiva de um
inibidor capaz de inibir 50% da atividade enzimatica (CI:,), a qual depende da forca
ibnica do meio reacional utilizado durante a execucao dos experimentos.

Segundo Wu e colaboradores (2012), o ensaio de inibi¢do realizado com o0s
derivados da indolina (série 1) foi feito de forma semelhante ao descrito por Chen e
colaboradores (2006). Esta metodologia emprega basicamente dois reagentes que, em
solucdo aquosa, produzem ions de forma considerdvel: o tampdo MOPS (4cido 3-
morfolinopropano-1-sulfénico) em concentracdo 25 mmol L (pH 7,0) e NaCl em
concentracdo 50 mmol L™. Este tipo de tamp&o empregado é preparado através da
mistura equimolar da espécie &cida (zwitterion) com sua base conjugada (dissociada em
solugdo juntamente com um contra ion). Desta forma, a forga ibnica (1) do meio
reacional foi calculada através da equacdo 12. Na Tabela 10 esta listado a contribuicao

de cada fon para a forca idnica total (0,075 mol L™).

Tabela 10. Contribuicéo de cada ion para a forca iénica () do meio reacional

Reagente fon C;Z% i (mol L™)
Na* 0,05
NaCl 0,05
Cr 0,05
Tampéao MOPS Espécie acida 0,0125 + 0,0125
PII ~ /0‘ Base conjugada 0,0125 0,025
(iN) O//S§o Contra fon 0,0125
0 M total = 0,075

Como o experimento de inibicdo enzimatica foi realizado a temperatura
ambiente (298 K), considerando-se a constante dielétrica igual a 78,4 para todos 0s

casos (pois assumimos que 0s ions ndo entram no sitio ativo da enzima e por isso 0
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efeito eletrolitico sera considerado apenas na solucdo), tem-se que valor da constante A
(equacdo 14) que sera usado na equagao de Guntelberg (equacao 13) para o célculo dos
coeficientes de atividades é igual a 0,51.

Desta forma, como a carga da superficie do sitio ativo foi assumida como igual a
+2, através da equacdo 13, tem-se que o valor do coeficiente de atividade da superficie
do sitio € de 0,36. Os valores de y* calculados para os derivados da série 1, de acordo
com a equacao 17, estdo listados na Tabela 11 e variam em funcgéo da carga do ligante.

Tabela 11. Coeficientes de atividades (y) calculados através da equacgdo de Guntelberg
e a razdo dos coeficientes de atividades (y ) em relacdo a carga (z) dos inibidores.

r z=0 z=-1 z=-2

Y1 1,0 0,78 0,36
Yisi| 0,36 0,78 1,0

y* 1,0 0,36 0,13

Os valores de Clsp* foram obtidos multiplicando-se os valores experimentais de
Clso (em mol L) aos valores da razéo dos coeficientes de atividade (y*) de acordo com
a carga do composto (equacdo 16). Aplicando-se o negativo do logaritmo em base 10 a

estes valores, foram obtidos os valores de pClso* (Tabela 12).

Tabela 12. Valores experimentais de Clso em pmol L, razdo dos coeficientes de
atividade (y*) e valores de pClsp* para o0s compostos da série 1

Composto Clsy pClsg  y*  pCly, Composto Clsyg pClsg  y*  pClgg

1 0,70 6,15 036 6,60 27 570 524 1 5,24
2 150 582 036 6,27 28 6,30 520 1 5,20
3 280 55 0,36 6,00 29 690 516 1 5,16
4 280 55 0,36 6,00 30 710 515 1 5,15
5 300 552 036 597 31 760 512 1 5,12
6 340 547 036 5091 32 780 511 1 511
7 450 535 036 579 33 800 510 1 5,10
8 460 534 036 578 34 8,10 509 1 5,09
9 460 534 036 578 35 8,10 509 1 5,09
10 4,70 533 036 577 36 8,20 509 1 5,09
11 480 532 036 576 37 830 508 1 5,08
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Tabela 12 (continuacdo). Valores experimentais de Clsp em pmol/L, razdo dos

coeficientes de atividade (y*) e valores de pClso* para os compostos da série 1

Composto  Clsyg  pClsg  y* pCIg, Composto Clsy pClsy y*  pClgg
12 480 532 0,36 5776 38 840 508 1 508
13 6,10 521 0,36 6,10 39 850 507 1 5,07
14 8,30 508 0,36 5,52 40 9,00 505 1 5,05
15 9,00 505 0,36 5,49 41 9,30 503 1 5,03
16 910 504 0,36 5,48 42 960 502 1 502
17 11,30 495 0,36 5,39 43 990 500 1 5,00
18 13,20 488 0,36 5,32 44 10,40 498 1 4,98
19 1480 483 0,36 5,27 45 11,70 493 1 4,93
20 16,60 4,78 0,36 5,22 46 1220 491 1 4,91
21 3190 450 036 494 47 1260 490 1 4,90
22 3460 446 036 4,90 48 1430 484 1 4,84
23 14360 384 0,36 4,29 49 19,10 472 1 472
24 3,20 5,49 1 5,49 50 20,70 468 1 4,68
25 4,10 5,39 1 5,39 51 2280 464 1 4,64
26 5,70 5,24 1 5,24 52 60,30 422 1 4,22

E interessante destacar que o termo AH,,,, ja apresenta uma correlacdo moderada

(R=0,60) com os dados experimentais de atividade inibitoria efetiva (pCIZ,), como pode

ser visto no grafico da Figura 23. Por outro lado, os valores de pClsy apresentam uma

correlagdo mais fraca (R= 0,40) com os dados de AH;,;, 0 que refor¢a a importancia em

se considerar o efeito eletrolitico.

AH int

-50 |

-100 4

-150

R= 0,60
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45
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Figura 23. Correlagao entre AHj,; € pClsp™
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Os dados teoricos (Esolv, AHint € Nirc) hecessarios para a analise de regressao

maultipla linear (equacéo 22), sdo apresentados na Tabela 13:

Tabela 13. Energia de solvatacio (Eso) em kcal mol™, Entalpia de interagdo (AHin) em
kcal mol™ e nimero de ligacdes rotacionaveis congeladas (N rc) para os compostos da
série 1.

Composto EsoIv APIint I\ILRC ComPOStO Esolv AIfint NLRC

1 -715,39  -98,23 3 27 -18,95 -67,86 5
2 -713,91 -68,86 3 28 -19,46 -7520 6
3 -63,95 -89,68 6 29 -18,18 -68,35 5
4 -62,47 98,77 8 30 -18,89 -8494 5
5 -68,69 -142,20 6 31 -18,70 -64,81 5
6 -65,80 -80,79 7 32 -18,24 -73,11 6
7 -62,93  -96,17 7 33 -19,60 -80,20 6
8 -63,27  -98,72 7 34 -20,12 -56,28 6
9 -66,27 -109,15 7 35 -21,14 -67,03 6
10 -64,50 -104,08 8 36 -18,59 -80,38 5
11 -68,70 -73,04 4 37 -2191 -6293 6
12 -62,77  -71,55 8 38 -18,84 -50,24 5
13 -159,59 -107,95 7 39 -18,26 -76,04 4
14 -59,20 -86,10 6 40 -1759 -77,13 6
15 -61,41  -91,99 8 41 -18,07 -78,05 10
16 -62,15 -96,66 7 42 -19,55 -5841 6
17 -58,15 -74,03 7 43 -22,44 -72,56 7
18 -61,04 -81,15 7 44 -18,87 -77,37 5
19 -64,11  -95,78 7 45 -21,34 -68,02 6
20 -60,59 -79,11 7 46 -19,57 -6533 6
21 -63,32  -63,46 7 47 -20,71 -70,39 6
22 -74,68 -71,94 7 48 -19,27 -61,00 7
23 -59,92  -74,30 7 49 -21,41 -79,76 6
24 -19,78 -83,83 6 50 -17,52 -72,69 6
25 -20,22  -66,61 7 51 -19,08 -68,26 6
26 -21,13  -81,27 6 52 -21,96 -7899 9
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A analise por regressdo mudltipla linear demonstrou que existe uma baixa
correlagdo (R=0,41 e erro padrdao=0,35) entre os valores experimentais de pCls, (Tabela
12) e os dados teoricos (Tabela 13) para os compostos da série 1. Esta baixa correlacdo
novamente evidencia a necessidade da inclusdo do efeito eletrolitico, uma vez que a
série 1 engloba compostos neutros e carregados. Utilizando-se os valores de pClsp* ao
invés dos valores de pClsp na regressao multipla linear com os mesmos dados teoricos,
houve uma consideravel melhora na correlagdo (R=0,70 e erro padrdo=0,35). O valor F
de significacdo foi de 2,91 X 107, o que demonstra que o modelo tem capacidade
preditiva significativa, pois estd abaixo de 0,05. O valor-p para cada variavel do modelo
foi: 0,019 para a AH;,;, 0,0002 para a Es, € 0,20 para 0 N gc. Como o valor-p para a
variavel N grc se encontra acima de 0,05 pode-se dizer que essa variavel ndo possui
capacidade preditiva no modelo. De fato, a exclusdo da contribuicdo desta variavel na
regressdo multipla linear ndo afetou o coeficiente de correlacdo (R) que permaneceu
0,70.

Conforme anteriormente mencionado, a variavel N gc representa o nimero de
ligagBes rotacionaveis que ficam “congeladas” ap6s o encaixe do ligante no sitio da
Shp2. Na contagem destas ligacdes assumiu-se que todas ficam congeladas apdés o
encaixe no interior do sitio ativo, porém é possivel que algumas se posicionem para fora
do sitio, mantendo rotacdo parcial ou total. Desta forma, foi realizada uma anélise
cuidadosa de cada complexo sitio-inibidor para verificar o ndmero de ligacdes
rotacionaveis que de fato estivessem congeladas. Nesta analise observou-se que dentre
os ligantes da série 1 apenas 0s compostos 1 e 2 possuiam o grupamento R;
direcionados para fora do sitio (Figura 24). Desta forma, as ligacbes rotacionaveis
presentes em R, foram desconsideradas na obtengédo do valor de N rc dos compostos 1 e
2, resultando em uma perda entrépica menor do que a anteriormente considerada. Com
isso, na andlise de regressao multipla linear houve uma melhora na correlacédo (R=0,76 e
erro padrdo=0,32) entre os valores de pClso* e 0s dados tedricos (AHint, Nirc, Esolv ). O
valor F de significacdo do modelo foi de 3,24 X 10”°. O valor-p para cada variavel do
modelo foi: 0,004 para a AH;,,, 6,43 X 10 para a Es,y € 0,001 para 0 N gc. A melhora
na capacidade preditiva do modelo demonstrou que a varidvel N rc também ¢é
importante, apesar de requerer uma analise visual mais cuidadosa do complexo

sitio/ligante.
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Figura 24. Composto 1 (em tubos, carbonos em verde) e composto 2 (em tubos,
carbonos em laranja) interagindo com o sitio da Shp2 (4RDD). Observa-se que 0
grupamento R2 se localiza para fora do sitio ativo. Figura gerada com o programa
PyMOL v0.99 (DeLano Scientific LLC)

O composto 23 foi identificado como um “outlier” e, de fato, dentre o0s
compostos da série 1, é o composto com maior desvio médio experimental de Clsg
(143,6 + 89,5 umol/L). Apds descartar a contribuicdo do composto 23, uma melhor
correlagéo (R=0,80 e erro padréo=0,28) foi obtida.

Uma dependéncia quadrética entre AG; (energia livre associada com o processo
de transferéncia do inibidor da fase aquosa para uma fase mais lipofilica) e a atividade
inibitoria foi proposta por Wang e colaboradores (1994) sob a justificativa de que, como
a enzima analisada por eles era uma enzima de membrana, valores extremos de AG;
prejudicariam a atividade. Valores muito negativos para esse termo poderiam fazer com
que o inibidor interagisse muito bem com a membrana ao invés de interagir com a
enzima e valores muito positivos para este termo indicariam que a passagem do inibidor

do meio aquoso para o interior da enzima ndo seria muito favorecida.
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Apesar da Shp2 ndo ser uma enzima de membrana, é esperado uma melhor
correlacdo ao se incorporar o termo quadratico do AG; a equacdo, pois valores muito
negativos para esse termo poderiam fazer com que o inibidor interagisse muito bem
com regides mais apolares da enzima, impedindo-o de alcancar a superficie do sitio que
é bastante carregada, enquanto valores muito positivos para este termo indicariam que a
passagem do inibidor do meio aquoso para o interior do sitio ndo seria muito favorecida.
Dessa forma, a proposta feita por Wang e colaboradores (1994) também poderia ser
aplicada a Shp2. O termo AG; é representado, no modelo, pela energia de solvatacédo
(Esow). A inclusdo do termo quadratico EZ2;, na equagdo 22 resultou na nova equagéo
23, que oferece melhor correlagdo (R=0,83 e erro padréo=0,27). Os coeficientes

calibrados com os dados experimentais disponiveis sdo:
pCliy = —6,2X107%(Epp, + 141,45)% — 0,0078AH;,; — 0,11649N, 5 + 6,0895  (23)

Este modelo possui boa capacidade preditiva, justificada através do F de
significacdo (5,45 X 10™) e o valor-p para cada variavel (0,01 para a AH;,;; 3,67 X 10°
para a Ev; 0,0003 para 0 Nigrce 0,02 para EZ,;,), todos abaixo de 0,05.

A aplicacdo da equacdo 23 na predicdo da atividade dos compostos da série 1
reproduziu bem os valores de pClz, (R=0,83), com exce¢do do composto 23, que foi

eliminado (Tabela 14 e Figura 25)

Tabela 14. Valores experimentais e preditos de pClsg* e a diferenca entre eles
(ApClsg*), para a série 1.

pCls, pClg, pCl;, pCl;g, ApCI

Composto Exp. Predito ApCTso  Composto Exp. Predito P 50
1 6,60 6,24 0,36 27 5,24 511 0,14
2 6,27 5,99 0,27 28 5,20 5,05 0,15
3 6,00 572 0,28 29 5,16 5,10 0,06
4 6,00 5,54 0,46 30 5,15 5,24 -0,09
5 5,97 6,17 -0,20 31 512 5,08 0,04
6 5,91 5,55 0,36 32 511 5,02 0,09
7 5,79 5,64 0,15 33 5,10 5,10 0,00
8 5,78 5,67 0,12 34 5,09 4,92 0,17
9 5,78 577 0,01 35 5,09 5,02 0,08
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Tabela 14 (continuacdo). Valores experimentais e preditos de pClso* e a diferenca

entre eles (ApClso*), para a série 1.

Composto pCl5, pClg, pCls, pClg,

ApCI;, Composto ApClI;,

Exp. Predito Exp. Predito
10 5,77 5,60 0,17 36 5,09 5,20 -0,11
11 5,76 5,87 -0,10 37 5,08 5,00 0,09
12 5,76 5,33 0,43 38 5,08 4,97 0,11
13 6,10 6,10 0,01 39 5,07 5,28 -0,21
14 5,52 5,64 -0,12 40 5,05 5,04 0,00
15 5,49 5,48 0,01 41 5,03 4,59 0,44
16 5,48 5,64 -0,15 42 5,02 4,92 0,09
17 5,39 5,42 -0,03 43 5,00 4,96 0,04
18 5,32 5,51 -0,18 44 4,98 518 -0,20
19 5,27 5,65 -0,38 45 4,93 5,03 -0,09
20 5,22 5,49 -0,26 46 4,91 4,98 -0,07
21 4,94 5,39 -0,45 47 4,90 5,04 -0,14
22 4,90 5,56 -0,65 48 4,84 4,82 0,02
23* 4,29 5,44 -1,15 49 4,72 5,12 -0,40
24 5,49 513 0,37 50 4,68 5,01 -0,32
25 5,39 4,88 0,50 51 4,64 4,99 -0,35
26 5,24 513 0,12 52 4,22 4,77 -0,55

*Composto “outlier”
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Figura 25. Correlacdo entre os valores experimentais de pClsp* e 0s
valores preditos para os compostos da série 1 (equacéo 23)

A equacdo 23 demonstra que o valor de Egyy ideal para a obtencdo de compostos
mais ativos na inibicdo da enzima isolada é -141,45 kcal mol™. Porém, pensando nos
critérios mais amplos da Quimica Medicinal, é provavel que compostos tdo polares
assim ndo apresentem boa atividade in vivo devido a dificuldade que enfrentardo na
passagem em membranas celulares.

Embora todos os termos da equagéo sejam significativos para a determinacédo da
atividade inibitoria da série 1, a analise da contribuicdo de cada termo para a atividade
demonstrou que o termo Esy, teve uma maior contribuicdo em 54% dos compostos, 0
termo Nirc teve uma maior contribuicdo em 33% dos compostos e o termo AH;,; teve

uma maior contribuicdo 13% dos compostos (Tabela 15).
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Tabela 15. Contribuicdo de cada termo da equacdo 23 para os compostos da série 1
Comp. —6,2X1075(E,,,, + 141,45)% -0,0078AHin: -0,11649Nrc

1 -0,27 0,77 -0,35
2 -0,28 0,54 -0,35
3 -0,37 0,70 -0,70
4 -0,39 0,77 -0,93
5 -0,33 1,11 -0,70
6 -0,35 0,63 -0,82
7 -0,38 0,75 -0,82
8 -0,38 0,77 -0,82
9 -0,35 0,85 -0,82
10 -0,37 0,81 -0,93
11 -0,33 0,57 -0,47
12 -0,38 0,56 -0,93
13 -0,02 0,84 -0,82
14 -0,42 0,67 -0,70
15 -0,40 0,72 -0,93
16 -0,39 0,75 -0,82
17 -0,43 0,58 -0,82
18 -0,40 0,63 -0,82
19 -0,37 0,75 -0,82
20 -0,41 0,62 -0,82
21 -0,38 0,49 -0,82
22 -0,28 0,56 -0,82
23 -0,41 0,58 -0,82
24 -0,92 0,65 -0,70
25 -0,91 0,52 -0,82
26 -0,90 0,63 -0,70
27 -0,93 0,53 -0,58
28 -0,92 0,59 -0,70
29 -0,94 0,53 -0,58
30 -0,93 0,66 -0,58
31 -0,93 0,51 -0,58
32 -0,94 0,57 -0,70

w
w

-0,92 0,63 -0,70




Tabela 15 (continuacdo). Contribuicdo de cada termo da equagdo 23 para 0sS

compostos da série 1
Comp. —6,2X10"5(E,;, + 141,45)% -0,0078AHin; -0,11649N|rc

34 -0,91 0,44 -0,70
35 -0,90 0,52 -0,70
36 -0,94 0,63 -0,58
37 -0,89 0,49 -0,70
38 -0,93 0,39 -0,58
39 -0,94 0,59 -0,47
40 -0,95 0,60 -0,70
41 -0,94 0,61 -1,16
42 -0,92 0,46 -0,70
43 -0,88 0,57 -0,82
44 -0,93 0,60 -0,58
45 -0,89 0,53 -0,70
46 -0,92 0,51 -0,70
47 -0,90 0,55 -0,70
48 -0,93 0,48 -0,82
49 -0,89 0,62 -0,70
50 -0,95 0,57 -0,70
51 -0,93 0,53 -0,70
52 -0,89 0,62 -1,05

5.4 Validacdo do modelo de predicéo de atividade para inibidores da Shp2

Obtida a equacdo 23 para predicdo das atividades de inibidores da Shp2,
calibrada com os dados dos compostos da série 1, a etapa seguinte foi sua validacédo
externa por meio da predicdo da atividade inibitoria de compostos cujos dados nédo
foram usados na sua construcdo, os compostos da série 2. Esta série contem 24
derivados do oxindol, dentre eles, dois compostos possuem carga -2, dezoito possuem
carga -1 e trés compostos ndo possuem carga. Na Tabela 16 estdo listados os dados

utilizados na predicéo.
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Tabela 16. Valores experimentais de Cls, razdo dos coeficientes de atividade (y*),
valores de pClso* e dados tedricos necessarios para a predicdo da atividade inibitdria
dos compostos da série 2.

Composto (urr(l:oIIS(:_'l) : pECZS.O (kcngerél'l) LRe (kcaElsr(;lqvorl)
53 46 1 430  -474 6  -2336
54 794 036 554  -821 6  -89,34
55* 468 036 477  -921 3 77,36
56 08 013 698  -97,0 4 17247
57 158 013 569  -895 5  -171,79
58 223 036 510  -732 7 77122
59 45 036 579  -76. 7 8474
60 45 036 579 674 5  -8552
61 119 1 492 562 5 28,07
62 4,4 1 53  -568 6  -2532
63 50 036 574  -77,0 7 8690
64 13 036 633  -7124 7 8462
65 38 036 58  -845 8  -86,00
66 14 036 630  -855 7 8733
67 59 036 567 741 7 8365
68 74 036 557  -812 8 -84,47
69 55 036 570  -603 8§  -8582
70 229 036 508  -919 8 69,68
71 10 036 644  -912 7 8507
72 63 036 564  -831 7 86,05
73 48 036 576  -759 7 8542
74 52 036 573  -1116 7  -86,62
75 83 036 552 56,0 8  -8424
76 106 036 542  -1007 8  -82,93

Houve boa correlacdo (R=0,73) entre os valores de pCI:, experimentais e 0S

valores de pCI:, preditos pela equagéo 23, apos 0 descarte da contribui¢do do composto
55 (Tabela 17) e Figura 26).
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Tabela 17. Valores experimentais e preditos (equacdo 23) de pClso* e a diferenca entre
eles (ApClso*), para a série 2.

Composto pClso Pl ApCI;, Composto pCly,  pClso ApCI,

EXp. Predito Exp. Predito
53 4,30 4,90 -0,59 65 5,86 5,63 0,24
54 5,54 5,86 -0,32 66 6,30 5,76 0,54
55* 4,77 6,20 -1,43 67 5,67 5,68 -0,01
56 6,98 6,32 0,66 68 5,57 5,59 -0,02
57 5,69 6,15 -0,46 69 5,70 5,44 0,27
58 5,10 5,59 -0,49 70 5,08 5,56 -0,47
59 5,79 5,67 0,12 71 6,44 5,79 0,66
60 5,79 5,84 -0,05 72 5,64 5,73 -0,09
61 4,92 5,15 -0,22 73 5,76 5,67 0,09
62 5,36 5,00 0,36 74 5,52 5,73 0,00
63 5,74 5,69 0,05 75 5,42 5,39 0,13
64 6,33 5,64 0,69 76 4,30 5,73 -0,31

*Composto “outlier”

R=0,73

7.00 |

6.50

6.00 4

5.50 4

pCI;, predito

5.00 -

4.50 T T T
4.00 5.00 6.00 7.00

pCI;, experimental

Figura 26. Correlacdo entre os valores experimentais de pClso* e 0s
valores preditos (equacdo 23) para 0s compostos da série 2.
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A analise da contribuicdo de cada termo para a atividade inibitoria da série 2

demonstrou que o termo de E, teve uma maior contribuigdo em 12,5% dos compostos,

0 termo Nirc teve uma maior contribuicdo em 75% dos compostos e o termo AH;,;

teve uma maior contribuicdo 12,5% dos compostos (Tabela 18).

Tabela 18. Contribuicdo de cada termo da equagéo 23 para 0s compostos da série 2

Composto  —6,2X1075(E,y, + 141,45)2  -0,0078AHin: -0,11649N|rc

53
54
55*
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

-0,88
-0,18
-0,27
-0,05
-0,05
-0,27
-0,21
-0,21
-0,82
-0,85
-0,20
-0,21
-0,20
-0,19
-0,18
-0,21
-0,20
-0,33
-0,21
-0,20
-0,21
-0,21
-0,22
-0,88

0,37
0,64
0,72
0,76
0,70
0,57
0,59
0,53
0,44
0,44
0,60
0,56
0,66
0,67
0,58
0,63
0,47
0,72
0,71
0,65
0,59
0,44
0,79
0,37

-0,69
-0,69
-0,35
-0,46
-0,58
-0,81
-0,81
-0,58
-0,58
-0,69
-0,81
-0,81
-0,93
-0,81
-0,81
-0,93
-0,93
-0,93
-0,81
-0,81
-0,81
-0,93
-0,93
-0,69
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5.5 Predicdo da atividade inibitoria dos compostos N-arilpiperazinicos

O modelo desenvolvido (equacdo 23) foi utilizado para predizer a atividade
inibitoria (Clsp) dos novos compostos N-arilpiperazinicos (série 3, Figura 17 e Tabela 2)
sintetizadas pelo Dr. Ciro Gongalvez e Sa, durante seu doutorado no Laboratorio de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ) [SA, 2017]. A série 3 foi escolhida devido & sua semelhanca
estrutural com os compostos da série 1. O perfil de interacdo destes compostos (Figura
27) tambeém se assemelhou com o perfil de interacdo do ligante cocristalizado na Shp2
(4RDD). Conforme mostrado anteriormente na Figura 18, 0os compostos da série 1
apresentam um perfil de interacdo semelhante ao derivado da cefsulodina cocristalizado
na Shp2 (4RDD). Da mesma forma, nos compostos da série 3, por serem
estruturalmente parecidos com os compostos da série 1, também se observou um perfil
de interacdo semelhante. Como pode ser observado na Figura 27, tanto os compostos da
série 1 quanto os compostos da série 3 possuem um anel aromatico interagindo via
empilhamento = com o residuo de aminoacido Tyr279 da alca pTyr. Além disso, ambos
também apresentam um grupamento sulfona interagindo via ligacdo de hidrogénio com
a cadeia principal de residuos de aminodacidos localizados na alga P.
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Figura 27. Perfil de interagdo do composto 77 da série 3 (carbonos em verde) com o
sitio ativo da Shp2 (4RDD). Sobreposicdo com o composto 1 da série 1 (carbonos em
laranja.

Na Tabela 19 estdo listados os dados tedricos que foram calculados para esta
série, os valores de pCI:, preditos através da equacdo 23 e os valores de Clsg

calculados.

Tabela 19. Dados te6ricos necessarios para a predi¢do da atividade inibitéria, pClso™* e
Clso (umol L) preditos para a série 3.

77 -19,88 -72,00 3 5,39 4,12
78 -18,91 -84,38 4 5,35 4,46
79 -78,02 -107,09 6 5,98 2,93
80 -21,30 -57,31 7 4,83 14,93
81 -21,11 -71,71 8 4,82 15,17
82 -17,07 -75,45 3 5,37 4,27
83 -16,96 -89,43 5 5,24 5,71
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Tabela 19 (continuacdo). Dados tedricos necessarios para a predicdo da atividade

inibitdria, pClsg™* e Clso (umol L™) preditos para a série 3.

84 -62,21 -108,84 6 5,85 3,92
85 -19,66 -72,19 7 4,92 12,09
86 -19,56 -80,85 8 4,87 13,58
87 -16,89 -85,90 3 5,45 3,56
88 -16,88 -81,51 5 5,18 6,60
89 -77,11 -63,75 6 5,63 6,49
90 -19,94 -71,92 7 4,92 12,03
91 -19,62 -72,88 8 4,81 15,64
92 -19,51 -79,30 4 5,32 4,78
93 -19,37 -64,59 6 4,97 10,71
94 -76,43 -105,12 7 5,83 4.09
95 -21,29 -84,83 8 4,92 11,91
96 -20,46 -57,90 9 4,59 25,99

Conforme pode ser observado na Tabela 19, os derivados da série 3 que
possuem o grupamento CH,CH,COOH (79, 84 e 94) séo os candidatos a inibidores da
Shp2 mais promissores, pois possuem Clso preditos abaixo de 5 umol L. Os derivados
contendo o grupamento CHj (77, 82, 87 e 92) também se mostraram promissores. Por
outro lado, os derivados contendo o grupamento CH,CH,COOCH,CH; e
CH,CH,COOCH,CHj; (81, 91 e 96) ndo foram tdo promissores, pois os valores de Clsg
preditos ficaram acima de 10 umol L™ Em relacdo aos grupamentos aromaticos,
observou-se que a presenca da 2-metoxifenila em alguns derivados (93 e 96) resultou
em valores Clsp preditos mais desfavoraveis quando comparados aos outros
grupamentos aromaticos.

Com o objetivo de contribuir com a sintese de N-arilpiperazinicos mais ativos na
inibicdo da Shp2, foram propostas duas novas estruturas. O grupamento aromatico 2,3-
diclorofenila da estrutura 84 foi substituido pelo grupamento 3-clorofenila, pois este
grupamento esta presente no composto 1, que € o mais ativo da série 1, resultando assim

na estrutura proposta 97. Além disso, o grupamento pirimidin-2-il da estrutura 77 foi
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substituido pelo grupamento 4-carboxifenila para aumentar as interacbes com a alca

Tyr, resultando na estrutura proposta 98 (Figura 28).

COOH
cl
/R N
o <‘_4> /1] N
o
) <)
c’)//S e S/N
NS
dV 0
COOH
97 98

Figura 28. Estruturas propostas para inibidores da Shp2

Na Tabela 20 estdo listados os dados teodricos e os valores de Clsy preditos

através da equacdo 23 para as estruturas propostas.

Tabela 20. Dados tedricos necessarios para a predi¢do da atividade inibitoria, pClso* e
Clso preditos para 0s compostos propostos.

* Ci
Composto Esolv AHint Nirc pClI5, (|Jm0|5(;__1)
97 -75,55 -110,92 6 5,99 2,87
98 -83,84 -82,51 3 6,18 1,84

Conforme pode ser observado na Tabela 20 as estruturas propostas sé&o
promissoras na inibigdo da Shp2.

Entretanto, na pesquisa em Quimica Medicinal outros aspectos precisam ser
considerados quando se trata do planejamento de compostos, ja que um bom inibidor
enzimatico precisa atender outros critérios para ser um bom farmaco. Segundo a
literatura, o composto 71 (série 2), mesmo apresentando uma potente atividade
inibitdria in vitro (Clsp= 1,0 uM), possui pouca atividade in vivo [CHEN et al., 2010].
Chen e colaboradores substituiram o grupamento acido carboxilico do composto 71 por

um éster metilico e este novo composto ndo apresentou atividade in vitro, porém,
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apresentou atividade in vivo, indicando que 0 novo composto consegue permear a
membrana celular e dentro da célula é metabolizado e se transforma no composto 71
[CHEN et al., 2010].

A energia de solvatagdo calculada para o composto 71 foi de -85,07 kcal mol™,
valor bem proximo dos valores de energia de solvatacdo dos compostos propostos
(estruturas 97 e 98) e dos compostos da série 3 que possuem 0 grupamento &cido
carboxilico. Portanto, espera-se que estes também ndo apresentem boa atividade in vivo,
por ndo conseguirem permear a membrana. Desta forma, a substituicdo do grupamento
acido carboxilico por um éster metilico é uma estratégia que também pode ser
experimentada nos novos compostos N-arilpiperazinicos (série 3), a fim de se melhorar

sua atividade in vivo.

82



6 CONCLUSAO

O procedimento adotado neste trabalho, que combinou a docagem de 52
compostos (série 1), conhecidos por inibir seletivamente Shp2, com o refinamento das
geometrias pelo método do orbital molecular semi-empirico PM7, revelou entalpias de
interagdo significativamente mais favordveis para Shp2 do que Shpl (a = 0,01),
indicando que este fator desempenha um papel fundamental para a seletividade, ao
menos para esta serie. Para a série 2, composta por 24 derivados do oxindol com
informacOes sobre a atividade sobre ambas as enzimas, houve uma correlacdo
satisfatoria (R = 0,70) entre a diferenca percentual relativa da entalpia de interacéo
(%AAHin) € a seletividade relativa (SR). Desta forma, este procedimento se mostrou
confidvel para ser aplicado no planejamento de inibidores mais seletivos para a Shp2.

Muitos trabalhos envolvendo o planejamento e a sintese de novos inibidores da
Shp2 ja utilizaram a técnica de triagem virtual para selecionar os compostos mais
promissores e a técnica de docagem molecular para investigar as possiveis interaces
entre o inibidor e o sitio ativo da Shp2 [LIU et al., 2013; ZHANG et al., 2010]. Porém,
antes deste, nenhum trabalho empregou modelagem molecular como uma ferramenta
para a previsdo da seletividade dos inibidores de Shp2.

A segunda parte deste trabalho se baseou no trabalho pioneiro de Wang e
colaboradores (1994) e consistiu no desenvolvimento de um modelo empirico para a
determinacdo da atividade inibitoria baseado em um ciclo termodindmico do processo
de interacdo enzima/ligante, ajustado através da regressdo mudltipla linear entre os
termos entalpicos e entropicos calculados e o0s valores experimentais atividade
inibitoria.

Os valores de atividade inibitoria preditos pelo modelo desenvolvido neste
trabalho (equacdo 23) apresentou uma boa correlacdo com os dados experimentais
(R=0,83). O modelo foi construido com uma base empirica de 51 compostos (22
compostos com carga e 29 compostos sem carga) e apesar de ndo ter sido construido
utilizando os dados dos termos calculados de todos os inibidores da série 1, devido a
exclusdo de um composto que possuia um alto desvio médio experimental de Clsg, ele
ainda envolveu a participagdo de compostos com uma faixa razodvel de valores
experimentais de Clsp (0,7 a 60,0 uM). Além disso, 0 modelo se mostrou robusto, pois
pdde ser validado de forma satisfatéria (R=0,73) com uma série diferente de compostos

(série 2), ndo empregados na construcdo do modelo.
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Por se tratar de um modelo termodinamicamente consistente, demonstrou-se que
a andlise de regressdo multipla linear entre as varidveis independentes (Esow, AHint,
Nirc) € a variavel dependente (pClso) apenas foi capaz de gerar boa correlagdo quando
se considerou o efeito eletrolitico sobre os valores de pClsp. Isto porque a “atmosfera”
ibnica da solucdo provoca um desvio da idealidade principalmente nos compostos
contendo carga, ou seja, suas concentracOes efetivas se distanciam de suas
concentragfes formais. A superficie eletrostatica do sitio ativo da Shp2 é bastante
positiva, 0 que torna complexo o calculo exato do desvio da idealidade ocorrido sobre
estes inibidores (principalmente os que contém cargas). Porém, a estratégia abordada
neste trabalho para o calculo da razéo dos coeficientes de atividades (y*) se mostrou
satisfatoria na obtencdo de um modelo (equacdo 23) de boa capacidade preditiva. Wang
e colaboradores (1994), em seu trabalho, ndo realizaram nenhuma correcdo sobre 0s
valores experimentais de atividade (K;) que utilizaram, porém o modelo preditivo
construido por estes autores baseou-se numa serie de 18 compostos sem carga e por
isso, o efeito eletrolitico pdde ser desprezado [WANG et al., 1994].

Por fim, os valores de atividade inibitoria (Clsp) predita através da equacdo 23
para 0s novos compostos N-arilpiperazinicos (série 3) e para 0s compostos propostos

(97 e 98) neste trabalho, indicam que esta série € promissora na inibicdo da Shp2.
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Protein Tyrosine Phosphatase SHP-2 and its Relation with Cancer

Abstract: This paper presents an introduction to the cellular signaling mechanism governed by
the balanced action of protein tyrosine kinases (PTK) and protein tyrosine phosphatases (PTP)
by phosphorylation / dephosphorylation of tyrosine residues in proteins. For many years PTK
were the main targets for the development of anticancer drugs and today many PTK inhibitors
are already widely used in the cancer treatment. Inhibitors of PTP are still in the development
stage because of misconceptions about this family of enzymes. Thus, this review seeks to
clarify some important points that justify the current interest in PTP as a target in cancer
treatment. An introductory description of the classification is made, together with a discussion
on structure and PTP mechanism of action with particular focus on SHP family composed of
two PTP: SHP-1 and SHP-2. This paper discusses the effects of over expression or gain of
function mutations occurred in SHP-2 in the emergence and progression of cancerous state by
activation of the RAS / ERK. Finally, some SHP-2 inhibitors that have been discovered to date
are presented.

Keywords: Protein tyrosine phosphatase; SHP-2; cancer.
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ABSTRACT

Shp2 together with Shpl makes up a small family of protein tyrosine phosphatases. Studies
suggest that while the inhibition of Shp2 is advantageous for the treatment of some types of
cancer, the inhibition of Shpl may have the opposite effect because it acts as a suppressor of
tumors. In this work, we demonstrated that, despite the complexity of the thermodynamics
imvolved in the enzyme/inhibitor interaction, the selectivity for Shp2 of a series of 52 inhibitors
could be effectively correlated with the difference in their interaction enthalpy values with
both enzymes. To obtain these values, the interaction modes of the inhibitors with Shp2 and
S5hpl were initially found by molecular docking. After refinement of the corresponding
geometries of the enzymes/inhibitors complexes with the PM7 semi-empirical molecular
orbital method, we demonstrated that the resulting interaction enthal py values can be used as
a reliable criterion for identification of selective Shp2 inhibitors, as they are significantly more
favorable for Shp2 than Shpl (significance level o = 0.01). This method was successtully
validated using another series of 24 compounds, showing moderate correlation (R = 0.70)
between relative selectivity, based on IC,, data, and the relative percentage difference of the
calculated interaction enthalpies with the two enzymes.

KEYWORDS: Shp2 inhibitors, PMT method, molecular docking
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