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Rodrigues, Sergio Ricardo Pizano. Formag¢ao de complexos entre compostos hibridos
pirrolbenzodiazepinas-cumarinas com DNA por estudos de docking molecular. 2011.
Dissertacao (Programa de Pds-graduagao em Biotecnologia) — UFSCar, Sao Carlos, 2011.

RESUMO

Compostos da familia das pirrolbenzodiazepinas (PBD) sdao conhecidos por
apresentarem atividade antitumoral promissora. Dentre elas, as chamadas hibridas que
possuem uma porgdao PDB uma cadeia espacadora e outro grupo funcional, como as
cumarinas deste trabalho, tém sido muito exploradas. Sabe-se que estes compostos se
ligam ao DNA, mas ndo ha dados estruturais mostrando como a ligagdo ocorre. Para
suprir esta falta de informacdo foram realizados céalculos de docking molecular para
estudar a formacdo de complexos entre estas PBDs hibridas e o DNA. Os compostos
estudados foram modelados e as coordenadas de complexos DNA-receptores com
diferentes ligantes foram obtidas do Protein Data Bank. O redocking serviu para validar as
condicBes dos experimentos e os escores foram utilizados como parametro de avaliacdo
dos complexos formados. A analise das interacdes intermoleculares, conhecimento
essencial para o entendimento das estruturas obtidas, foi feita utilizando visualizacao
molecular de alta resolucdo. Os resultados dos experimentos in silico mostraram a
formacao de complexos no modo de ligagdo misto, com os ligantes intercalando a por¢ao
PBD entre bases do DNA e a por¢ao cumarina ocupando o sulco menor, mostrando ter
preferéncia pela intercalacdo entre bases GG. Mais ainda, é possivel postular que o
complexo se torne um aduto com a formacdo de uma ligacdo covalente entre a porcdo
PBD intercalada e uma base nucleotidica G. Finalmente foi estabelecida uma correlacao

entre os resultados do docking e as atividades biolégicas dos compostos estudados.

Palavras-chave: DNA, docking, pirrolbenzodiazepinas hibridas, cumarina.



Rodrigues, Sergio Ricardo Pizano. Complex formation between pirrolbenzodizepines-
coumarins hybrids with DNA by molecular docking studies. 2011. Disserta¢do (Programa
de Pés-graduacdo em Biotecnologia) — UFSCar, Sdo Carlos, 2011.

ABSTRACT

Compounds of the pirrolbenzodiazepine (PBD) family are known for their promising
antitumor activity. Among these, the hybrids, those that have a portion PDB a chain
spacer and another functional group, such as the coumarins of this work, have been
extensively explored. It is also known that these compounds bind to DNA, but there is no
structural data showing how it occurs. To overcome this lack of information molecular
docking calculations were performed to study the formation of complexes between these
PBD-hybrids and DNA. The compounds were modeled and the coordinates of complexes
DNA-receptors with different ligands were obtained from the Protein Data Bank. The
redocking served to validate the conditions of the experiments and the scores were used
as the parameter to evaluate the complexes formed. The analysis of the intermolecular
interactions, an essential knowledge for understanding the obtained structures were
analyzed using high-resolution molecular imaging. The results of the in silico experiments
showed the formation of complexes in the mixed-mode with the PBD ligand moiety
intercalating between the DNA bases and the coumarin portion occupying the minor
groove, and a preference for intercalation between GG bases. Moreover, it is possible to
postulate that the complex becomes an adduct with the formation of a covalent bond
between the intercalated portion PBD and a nucleotide base G. Finally, a correlation
between the docking results and the biological activities of the studied compounds was

established.

Keywords: DNA, docking, hybrid pyrrolobenzodiazepines, coumarin.
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Este trabalho apresenta o estudo da formacdo de complexos entre pequenas
moléculas e o DNA. As pequenas moléculas que se ligam ao DNA ocupam um rol central
na farmacologia e bioquimica devido ao seu papel-chave nos processos de funcao,
replicacdo, transcricdo, recombinacdo e mutagénese. Algumas classes de compostos,
como antibiédticos, antineopldsicos e marcadores moleculares de aplicacdo técnica, tém

sua atividade devido a interagdo direta com a estrutura da dupla hélice.

Inserido no campo da biologia estrutural e fazendo uso de ferramentas de quimica
e bioquimica computacional, o presente trabalho pode ser util para o entendimento dos
mecanismos de ligacdo dos compostos estudados e das caracteristicas estruturais dos

mesmaos.

O Capitulo 1 apresenta uma descricao do DNA, com énfase em sua estrutura bem
como sobre a interagdo de pequenas moléculas com o DNA, sobre seus modos de liga¢do
e sobre as interagdes intermoleculares. Esta Ultima parte é fundamental para o
planejamento das simula¢des e para a anadlise dos resultados de docking. O Capitulo 2
contempla os materiais e métodos, onde ha uma descricio dos DNA-receptores, dos
ligantes estudados, derivados de compostos hibridos pirrolbenzodiazepinas-cumarinas, e
do método de simulagdo, o docking molecular, e a importancia da visualizagdo molecular
para a avaliacdo das interacdes moleculares. No Capitulo 3, sdo apresentados e discutidos
os resultados dos cdlculos e andlises de docking, com énfase na avaliacdo de modo de
ligacdo dos compostos ao DNA, na influéncia da estrutura do ligante, e da sequéncia de
dos DNA-receptores para a formacdao dos complexos. Este capitulo contém anexos onde

estdo organizadas as tabelas de interacGes e figuras dos complexos resultantes da analise
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auxiliada por visualizagdao molecular. Optou-se por adotar os anexos devido ao grande
numero de informag¢des (numero de complexos analisados e interagdes intermoleculares
gerados). No Capitulo 4, sdo apresentadas as conclusdes do trabalho, mostrando os

modos de ligacdo e no Capitulo 5, as referéncias.



CAPITULO 1

Introducao
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1.1 ODNA

Nos estudos sobre a formagdao de complexos moleculares em nivel estrutural,
é fundamental a descricdo da estrutura da macromolécula que atuard como receptor,
bem como da familia dos ligantes que se pretende investigar, pois constituem os
conceitos-chave para o entendimento das interagdes moleculares envolvidas e a
descricdo do sistema. Assim, sera feita uma breve descricdo primeiramente da estrutura

do DNA e dos ligantes da familia das pirrolbenzodiazepinas.

A estrutura tridimensional do acido desoxirribonucleico (DNA — da sigla em
inglés para deoxyribonucleic acid) foi elucidada com o auxilio dos resultados de
experimentos de cristalografia por difracdo de raios X, realizados por Rosalind E. Franklin
(Franklin e Gosling, 1953) que produziu a imagem do padrdo de difracdo desta estrutura,
a fotografia 51 (Figura 1.1), e Maurice H. F. Wilkins (Wilkins, Stokes e Wilson, 1953). O
modelo da estrutura do DNA foi proposto por James Watson e Francis Crick na década de

50 (Watson e Crick, 1953).

Figura 1.1 Fotografia 51 — a imagem do padrdo de difragdo de raio X para o DNA obtida pela primeira
vez por Rosalind Franklin (extraido de Franklin e Gosling, 1953).

O modelo proposto para a molécula da hereditariedade descreve uma
estrutura composta por duas cadeias polinucleotidicas, cada uma delas formada pela
unido covalente e sequencial de nucleotideos, pareadas e enoveladas em uma dupla
hélice. O nucleotideo, a unidade fundamental dos acidos nucleicos, € composto de trés
por¢cGes distintas: o acido fosférico, ou apresentado na forma de fosfato (POj),

responsdvel por sua natureza acida, uma pentose do tipo desoxirribose e uma base



CAPITULO 1. INTRODUGAO 26

nitrogenada, a qual pode variar, originando os quatro diferentes nucleotideos

encontrados no DNA. Os nucleotideos do DNA s3o: adenina (A) e guanina (G) — que

contém bases puricas — e timina (T) e citosina (C) — que contém bases pirimidicas (Figura

1.2).

Adenina Guanina
HoN o
=N NH
N N
U \ /) Q&/}\ NH,
N N N N
/] I |
- X Purinas X
Timina Citosina
ﬁ @) NH,
HO—P—O —— % | Y
desoxirribose
o- l;l/& o) N /&O
Fosfato X Pirimidinas )l(

Bases nitrogenadas

Figura 1.2 Esquema da composi¢do das unidades fundamentais do DNA, os nucleotideos. Apresentam
trés grupos distintos: fosfato, pentose (desoxirribose para o DNA) e as bases nitrogenadas (A, G, T ou C).
A posicdo X nas bases representa a posi¢ao de ligagdao com a desoxirribose.

Os nucleotideos formam cadeias polinucleotidicas ao se unirem da seguinte
forma: o fosfato de um nucleotideo ligado ao carbono C3’ da pentose liga-se ao carbono
C5’ da pentose do outro nucleotideo (ligacdo fosfodiéster). Deste modo, a cada ligacao,
restam livres na extremidade da cadeia em formacdo o C5’ do nucleotideo inicial e o C3’
do nucleotideo final. Portanto, diz-se que uma cadeia polinucleotidica apresenta uma

extremidade 5’ e uma extremidade 3’ (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Esquema de uma cadeia trinucleotidica, destacando com a seta as extremidades 5’ e 3’.

O DNA do nucleo das células humanas é composto por duas cadeias
polinucleotidicas pareadas, sendo as bases nitrogenadas dos nucleotideos fundamentais
para este pareamento, uma vez que ele é mantido por ligacGes de hidrogénio que se
formam entre elas. Ao longo das cadeias, o pareamento dos nucleotideos é especifico e
da-se por meio do reconhecimento molecular. A base do nucleotideo adenina (A)
reconhece a base do nucleotideo timina (T), e vice-versa, e a base do nucleotideo guanina
(G) reconhece a base do nucleotideo citosina (C), e vice-versa. Esta especificidade ocorre
devido ao numero complementar de grupos doadores e aceptores de ligacdo de
hidrogénio: dois para o par A-T e trés para o par G-C (Figura 1.4). Este é o padrdo descrito
para o pareamento das bases no DNA, mas, obviamente, existem excec¢des a esse padrao
(erros de pareamento — mismatching). Hd também exce¢Ges ao modelo de dupla hélice
para o DNA de algumas regides dos cromossomos como, por exemplo, a existéncia de

estruturas tipo quadruplex nos telémeros (Parkinson, Lee e Neidle, 2002).
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Timina (T)

Guanina (G) Citosina (C)

Figura 1.4 Pareamento especifico entre os nucleotideos A-T e G-C, mantido por ligagGes de hidrogénio
(linhas tracejadas).

As ligagGes de hidrogénio sdo um tipo de ligagdo ndo covalente fundamental
na manutencdo da estrutura do DNA. Outra interacdo fraca que tem sido verificada e tem
ganhado atencdo nas estruturas de macromoléculas bioldgicas sdo as interagdes entre os
elétrons m dos anéis aromaticos. No caso do DNA, elas estdo presentes entre os anéis

heteroaromaticos das bases nitrogenadas adjacentes (Kool, 2000) (Figura 1.5).

Figura 1.5 InteracGes no DNA: ligacGes de hidrogénio (linhas tracejadas) e interagdo 1 entre os anéis
das bases nitrogenadas adenina (A) e Timina (T).

Como resultado das ligacdes e interacbes entre os nucleotideos, as duas

cadeias polinucleotidicas pareadas do DNA ndo se encontram em conformacao estendida.
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Ao contrdrio, elas se dispdem torcidas ao redor de um eixo imagindrio ao longo de seus
comprimentos, resultando na estrutura de uma dupla hélice (Figura 1.6). Neste modelo, o
corrimdo da fita é composto pela pentose e o fosfato carregado negativamente, que
aponta para fora da estrutura e as bases nitrogenadas com carga nula ocupam o centro
da hélice. A tor¢do da hélice é do tipo mao direita e resulta na formacgao de dois sulcos ao

longo da estrutura, o maior e o menor (Figura 1.6).

A literatura traz discussdes a respeito da contribuicdo das interagdes e suas
energias para a conformacdo final do DNA. A estrutura da dupla hélice é a forma mais
estavel da cadeia do DNA e que, surpreendentemente, além das liga¢cdes de hidrogénio,
as interacdes de empilhamento dos anéis sdo fundamentais para atingir tal estabilidade

(Kool, 2001).

Sulco

maior ~

degraus

de bases

Sulco
menor

Corrimaode
pentose-fosfato

=z

Corrimaode
pentose-
fosfato

Sulco maior

B Sulco menor

Figura 1.6 Estrutura da dupla hélice do DNA, conformagdo B (em condigGes fisioldgicas de hidratagdo). A
linha tracejada representa o eixo longitudinal da dupla hélice.

1.2 LIGAGAO DE PEQUENAS MOLECULAS AO DNA
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A elucidacdo da estrutura do DNA contribuiu para a compreensdo de
processos envolvendo a estrutura do material genético. Desde entdo, foi possivel
entender a interacdo do DNA com outros fatores, a maioria de natureza proteica, em
processos basicos como replicacdo, traducdo e reparo. A partir do entendimento que o
DNA interage com outras moléculas dos sistemas biolégicos, surge o interesse em avaliar
guais moléculas exdgenas podem interagir com a estrutura de acidos nucleicos. Alguns
dos compostos que interagem com DNA sdo de interesse farmacolégico e terapéutico,
com atividades antibidticas e anticarcinégenas (Meyer et al.,, 2003). Neste contexto,
diversas classes de compostos foram descritas. Entre eles podem ser citados: cisplatina
(Todd & Lippard, 2010), brometo de etidio (composto fluorescente utilizado para marcar
DNA), benzimidazdis (Mallena et al., 2004), acridinas (Malinina et al., 2002), antibidticos
da familia das antraciclinas (Howerton, Nagpals & Williams, 2003), compostos de
coordenagdao com metais (Seng et al., 2008; Seng et al. 2010) e os antibidticos
antitumorais da familia das pirrolbenzodiazepinas, entre varias outras classes de

pequenas moléculas.

Pequenas moléculas se ligam ao DNA basicamente por dois modos de ligacao:
ligacdo nos sulcos e por intercalacdo entre as bases. Compostos intercaladores ligam-se
ao DNA inserindo sua porg¢ao contendo preferencialmente anéis fusionados entre os anéis
das bases nitrogenadas. Para tanto, a estrutura da dupla hélice é deformada, de modo
gue a hélice fica distorcida na regido em que a molécula se liga. Ligantes do sulco menor
ndo induzem uma perturbacdo drastica na estrutura do DNA (Chaires, Dattagupta, &
Crothers, 2006, 2008). A maneira pela qual os compostos se associam ao DNA podem
promover efeitos nocivos, devido a grandes deformacdes, ou até mesmo a quebra do
DNA. Em outras situacbes, quando a deformacdo é menor, podem resultar em

aplicacOes terapéuticas e tecnoldgicas.

Estudar o modo de ligacdo e a extensdo das intera¢ées é fundamental para o
entendimento dos mecanismos de agdao envolvidos com estes ligantes. Crucial para a
formacgdao dos complexos macromolécula-ligantes é o reconhecimento molecular, o qual

ocorre por conta das interagdes que as moléculas realizam entre si. Interagdes
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comumente relatadas nos sistemas biolégicos sdo as ligacdes de hidrogénio. Elas sdo
ubiquamente distribuidas, incluindo intera¢cdes entre as moléculas do solvente,
interacGes de solutos com o solvente e interagdes que sustentam estruturas complexas,
como as de proteinas e acidos nucléicos. Surgem entre dois atomos eletronegativos, os
quais estdo préoximos devido a presenca de um atomo de hidrogénio entre ambos. Um
dos atomos funciona como o doador (em grupos N-H, O-H, C-H e etc.) e o outro como
aceptor de hidrogénio (Ermondi e Caron, 2006), geralmente dtomos de O, N e halogénios.
Este tipo de interacdo estd por toda a extensdo do DNA entre as bases nitrogenadas de

duas cadeias opostas.

Outro tipo de interacdo, também importante e frequente no reconhecimento
molecular, sdo as de van der Waals. Originam-se da assimetria transitdria da distribuicdo
eletrénica em torno de um atomo. Esta assimetria induz assimetria complementar no
atomo adjacente, o que resulta em uma atracdo entre eles (Caracelli & Zukerman-
Schpector, 2006). A repulsdo de van der Waals ocorre quando dois dtomos se aproximam
de tal modo que sobrepdem suas nuvens eletrénicas. Também relevantes, sobretudo
para a aproximacdo das moléculas, sdo as interacdes entre cargas eletrostaticas (Ermondi
e Caron, 2006). Estudos com estruturas moleculares de ligantes e receptores auxiliam na
compreensao da formacdo de complexos e na otimizagdo de potenciais ligantes,
agilizando o processo de desenvolvimento de novos compostos. Estudos estruturais com
acidos nucleicos podem até alcancar a area de drug-delivery, a qual envolve o
planejamento de cédpsulas moleculares para farmacos, visando atingir alvos especificos.
Sawada et al. (2009) relatam a obtencdo de mono e dinucleotideos encapsulados em
gaiolas moleculares de forma estdvel. Tal descoberta podera contribuir com estudos que

visam o reconhecimento de fragmentos de DNA em um sistema isolado.

Com os recentes avancos das técnicas de determinacdao de estruturas
moleculares, tanto de macromoléculas bioldgicas como de compostos orgénicos e
inorganicos menores, tem-se observado um grande nimero de estudos que resolvem a
estrutura ndo somente de proteinas, mas também do DNA. O interesse pelo

planejamento e desenvolvimento de compostos que interagem com o DNA tem crescido,
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principalmente em vista do atual sequenciamento do genoma humano. Sobretudo,
observa-se crescer o interesse por compostos que podem apresentar aplicagdes
terapéuticas. Além disso, alguns compostos que interagem com o DNA abrem
possibilidades para o desenvolvimento de técnicas aplicadas a marcacdo desta
macromolécula, explorando as propriedades fluorescentes que alguns podem apresentar

guando complexadas com a mesma.

1.3 DOCKING MOLECULAR DE COMPLEXOS DNA-LIGANTE

Uma fase importante que precede os testes clinicos é o desenvolvimento
de compostos-lideres. Esta etapa envolve o teste de um nimero de diferentes ligantes, da
ordem de milhares, em células ou modelos animais a fim de obter uma familia de
compostos com atividade bioldgica desejdvel. A automatizacdao deste processo permitiu
sua realizacdo em escala industrial; mesmo assim, aplica-se uma parcela do tempo em
procedimentos de extracdo e isolamento, no caso de compostos naturais, no
planejamento da sintese dos diferentes compostos e nos testes biolégicos para entdo

procederem-se os testes clinicos.

E neste sentido que os métodos computacionais tém grande contribuicao.
Recentemente, o descobrimento de farmacos tem sido impulsionado pela disponibilidade
de estruturas 3D obtidas por difracao de raios X, por RMN ou por modelagem molecular,
como o docking molecular (Mandal et al., 2009). Estas informacdes alimentam banco de
dados e aperfeicoam o desenvolvimento de softwares para o estudo de sistemas

bioldgicos.

Na quimica computacional ha ferramentas que permitem trabalhar com os
dados estruturais tanto dos compostos como dos receptores-alvos. E no planejamento
das estruturas de melhores ligantes guiado pela estrutura dos receptores bioldgicos que
se define o planejamento racional de farmacos. Ferramentas de docking molecular
representam uma dessas abordagens computacionais, que tém auxiliado e agilizado

processos de desenvolvimento.
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No Grupo de Fisica Tedrica de Materiais e Biomoléculas — BioMat — do
Departamento de Fisica da Universidade Federal de Sao Carlos, simulagdes de docking
molecular tém sido valiosas no estudo da interacdo de pequenos compostos com o DNA.
Quando o grupo se formou em 2004, os trabalhos eram voltados para estudos de
simulagdao computacional via docking, de complexos formados de enzimas-ligantes. Em
2006, foram iniciados os estudos tendo o DNA como receptor. Quando o trabalho foi
apresentado, em abril de 2008, havia apenas duas publicagées com DNA e docking (Reis,
2008). Tanto os programas computacionais como os de visualizacdo grafica, foram
desenvolvidos para trabalhar principalmente com proteinas e ndo com DNA; hoje, dado o
crescente interesse na area, tanto um como outro tem ampliado suas facilidades para o

trabalho com DNA.

Os estudos com DNA-receptores e ligantes desenvolvidos no BioMat
continuaram. Em 2008 (Seng et al., 2008) foram realizados cdlculos de docking para
compostos organometalicos, que permitiram construir um modelo para explicar dados
experimentais. Estes estudos apresentam uma parametrizacdo cuidadosa para a
realizacdo de simula¢cdes e para a analise das mesmas por visualizacgdo molecular. Os
resultados de docking puderam ser relacionados com medidas de dicroismo circular e de
clivagem de DNA combinada com eletroforese. Em outro estudo mais recente do BioMat
(Seng et al., 2010), foi possivel mostrar a eficiéncia do docking para avaliar a preferéncia
de sequéncia de compostos intercaladores, testando a ligagdo de compostos de
coordenacdo de zinco em estruturas de DNA no modo intercalado, em diferentes
sequéncias. Os resultados de docking e de dicroismo circular apontaram seletividade
pelas bases AT para os compostos contendo Zn. Neste caso, os resultados do docking
também puderam explicar a seletividade de bases, principalmente devido ao tipo de
interaces intermoleculares nos complexos DNA-ligantes e explicar os resultados de

técnicas experimentais realizadas no trabalho (Seng et al, 2010).

Estes dados mostram a importancia de estudos de docking e modelagem
molecular para o planejamento e o entendimento de modos de ligacdo e de mecanismos

de acdo.
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1.4 PIRROLBENZODIAZEPINAS (PBDs)

A familia das pirrolbenzodiazepinas (PBDs) compreende compostos organicos
com atividade antitumoral e antibidtica. Sua estrutura consiste de trés anéis conjugados
(anéis A, B e C) com centro quiral no atomo de carbono Cl1la (Figura 1.7), o que da a essa
molécula uma forma tridimensional que possibilita ajuste ideal dentro do sulco menor do

DNA (Thurston, 2007).

A variedade de ligantes desta familia tem sua estrutura baseada na
antramicina, uma pirrol[2,1-c][1,4]benzodiazepina natural, isolada pela primeira vez da
bactéria Streptomyces refuineus na década de 60 por M. D. Tendler e S. Korman, que
cunharam o termo refuina para se referir ao principio ativo do caldo de fermentacao
obtido com o microrganismo (Leimgrub, Batcho e Schenker, 1965; Leimgrub et al., 1965).
Verificou-se que o caldo extraido apresentava atividade antibiética e antitumoral, as quais

foram atribuidas posteriormente a antramicina (Tabela 1.1).
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Figura 1.7 Porgdo pirrolbenzodiazepina (PBD) comum a todos os compostos desta familia. R e R’
correspondem as posi¢Ges onde ocorrem substituices para obter novos compostos dessa familia. A
numeracgao padrdao dos atomos desta plataforma de anéis esta apresentada. A regido N10-C11 estd
contornada por seu papel central na reatividade com o DNA.
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Tabela 1.1 Estrutura de algumas pirrolbenzodiazepinas

Composto estrutura
OH
H,C Ne=s, H
antramicina
N
N Nco.nm,
0
HO N= H
tomaimicina MeO h/
HO Nee  H
DC-81
H5CO N
0
OH H OH
H5C N— H
sibiromicina N _ ==

A antramicina é um composto que se liga ao DNA de modo covalente,
formando adutos com o nitrogénio N2 do nucleotideo guanina. Em 1994, foi elucidada a
estrutura cristalografica do complexo antramicina-DNA. A estrutura estd depositada no
Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb) sob cddigo 274d. Atualmente, além da estrutura
do DNA-antramicina, existem apenas outras trés entradas no Protein Data Bank de
pirrobenzodiazepinas ligadas ao DNA: cédigos 1ky7 (Rettig et al., 2010), 2ktt (Rettig et al.,
2009) e 2k4l (Antonow et al., 2008).

Ap0ds o isolamento da antramicina, trabalhou-se com novas rotas sintéticas e

uma diversidade de compostos PBDs pOde ser produzida e testada. Na Tabela 1.1, sdo
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apresentados alguns compostos de destaque nessa familia: tomaimicina (isolada na

década de 70), DC-81 e sibiromicina (Thurston, 2007).

Em seguida, houve o desenvolvimento de dimeros de PBDs, ou seja,
compostos contendo dois anéis PBD, ligados por um espacador (cadeia com tamanho
variavel) pelo carbono C8 do anel A (Figura 1.8). Estes sao capazes se ligar a dois pontos
do DNA, realizando interagbes com as duas fitas, o que levou ao uso do termo cross-
linking agents para se referir a tais compostos. Novamente, este mecanismo foi estudado,
tornando possivel obter uma série de ligantes candidatos e o representante mais notavel
dentre tais PBDs é o ligante SJG-136, descrito por varios autores: Alley et al. (2004),
Hartley et al. (2004) e Pepper et al. (2004), que apresentaram caracteristicas pré-clinicas

favoraveis desse composto.

H =N 0\/\/0 N H
OMe MeO
(0] (0]

Figura 1.8 Composto SJG-136. Observa-se a estrutura do dimero com duas porg¢des PBDs ligadas por um
espacgador.

Outra linha de estudos é a relativa as PBDs unidas a outros grupos funcionais
contendo anéis (PBDs hibridas). A mesma estratégia descrita para os dimeros é
empregada, onde o segundo conjunto de anéis é ligado a PBD por um espacador no
atomo C8 do anel A. Tém sido relatada a sintese de PBDs hibridas com: inddis (Lee et al.,
2009), polipirrdis (Wells et al., 2006), naftalimidas (Rettig et al., 2009), benzimidazéis
(Rettig et al., 2009) , quinazolinas (Kamal et al., 2010) e cumarinas (Wells et al., 2008). A
Tabela 1.2 mostra a estrutura geral destes compostos e as respectivas referéncias de

onde foram extraidas.
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Tabela 1.2 Estruturas de pirrolbenzodiazepinas hibridas
Referé
PBD com Estrutura do composto hibrido ecciearen
H
N Q N=— H
HN N { 3 o b Wells et
polipirrol Y\/ N MeO
NH, 0O Me N 0 al. 2006
Et,N O, .0
H N
e L NN = H Wells et
cumarina o} al.,
MeO 2 2008
O
N lf:l' (o) N
@jh . KINB Lee et
indol H O al.
N ’
MeO 2009
(o)
B 9 A
23
25 54 N\ 15 °
. 22 T .
36 27 % NH 18 Rettig
benzimidazol B N2 30 etal,
a7 | 3%
Rettig
naftalimida etal.,
2010
0 H
Kamal
quinazolina N HaCO N etal.,
% O 2010
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1.4.1 Experimentos in vitro realizados em outros trabalhos sobre PBDs hibridas

Wells et al. (2008) relatam os resultados de sintese, de localizagao celular com
fluorescéncia, de estabilizacdo de DNA de timo bovino (CT-DNA) e de citotoxicidade em
duas linhagens de células tumorais para trés ligantes hibridos PBD-cumarina e para
porgao cumarina. A porgao 7-dietilaminocumarina comum aos trés ligantes é responsavel
pela fluorescéncia quando sdo submetidos a comprimentos de onda de luz visivel. A
localizagdo celular mostrou que os compostos podem se concentrar no nucleo celular,
sendo um indicio de que se ligam ao DNA. Os autores mostram que dois dos compostos
hibridos apresentam citotoxicidade em células de tumor de ovario e de melanoma, sendo

o efeito mais acentuado para as células de melanoma.

Os ligantes hibridos PBD-cumarina (Tabela 1.3) estudados in silico no presente
trabalho tém dados experimentais in vitro descritos por Wells et al. (2008) em DNA de
timo bovino. A sequéncia de DNA estudada ndo é especificada, mas somente a

porcentagem de bases (42% G+C).

Para avaliar a estabilizacdo da dupla hélice pelos compostos, Wells e
colaboradores utilizaram o perfil da temperatura de desnaturagao (T,,). Esta medida pode
ser empregada para verificar o efeito da presenca de ligantes na desnaturacdo do DNA. A
desnaturacdo da dupla hélice é medida por absorbancia em UV-visivel (260 nm) da
solucdo contendo DNA, sendo a quantidade de luz absorvida proporcional a quantidade
de bases ndo pareadas. O valor de T,, é obtido no ponto médio do intervalo de
temperatura em que se da a desnaturacdo da dupla hélice (Khandelwal e Bhyravabhotla,
2010). Compostos que se ligam ao DNA causam aumento da T, por estabilizarem a dupla
hélice com suas interagdes. A diferenca entre a T, de solu¢cdes de DNA e de DNA-ligantes
dd o valor de AT,,. Os valores de AT,, para os ligantes 1, 2 e 3 medidos pelos autores estdo

apresentados na Tabela 1.3 (Wells et al., 2008).
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Tabela 1.3 Intervalos de ATm medidos de 0 a 72 horas de incubagdo (Wells et al., 2008)
Intervalo ATm (°C)

Ligante 0 hora 72 horas
O
X 0 0,1 0,2
Et,N o 0
cumarina
Et,N 0._©O
H
% NOA_O N=\ H
2,9 3,9
@)
MeO N
A=CH, ©
Ligante 1
EtoN 0.0
H
1,1 2,9
o MeO N
@]
A =(CH,)
Ligante 2
Et,N 0.0
N A__O N
= =\ M
N ~ 0,3 1,0
= MeO N
A= (CH,),NHCOCH, ©
Ligante 3

Com base nos valores de AT,, obtidos (Tabela 1.3), os autores sugerem que 0s
ligantes 1, 2 e 3 formem adutos com o DNA no sulco menor. A formacdo de ligacdo
covalente entre DNA e antramicina se da por alquilacdo do nucleotideo guanina e este é o

mecanismo sugerido pelos autores para tais PBDs hibridas.

O modo de ligacdo e a possibilidade da formacao de adutos pela ligacdo ao

sulco menor do DNA serdo estudados in silico no presente trabalho, avaliando a formacao
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de complexos DNA-ligantes com docking molecular. Os experimentos in silico de docking

feitos neste estudo estdo descritos no Capitulo 2 deste trabalho.

1.5 JUSTIFICATIVA

Estudar a ligagdo entre macromoléculas e ligantes visando ao desenho de
candidatos a farmacos exige a compreensdo e integracdao dos conceitos de diferentes
areas do conhecimento. Além dos dados dos experimentos in vitro ou in vivo dos
compostos que se pretende investigar, o conhecimento de estruturas moleculares e das
interacGes (quimica supramolecular) é fundamental para este tipo de pesquisa, pois
fornece as bases para entender mecanismos de acdo. O conhecimento bioquimico dos
sistemas biolégico sobre o qual se pretende atuar também é vital para o estudo de

farmacos.

O interesse e a importancia das simula¢des aplicadas a bioquimica, a biologia
molecular e ao desenvolvimento de farmacos, tém crescido e permitido a elucidacdo dos
mecanismos em seu nivel molecular e atébmico proporcionando um entendimento
detalhado do sistema estudado. Dessa forma, tem sido possivel planejar experimentos e
acelerar processos. Considerando que uma diversidade de compostos da familia das
pirrolbenzodiazepinas sao sintetizados na busca de melhores farmacos antitumorais e
antibidticos, o presente estudo avaliou a formagdao dos complexos de PBD conjugadas
com cumarinas em diferentes sequéncias de DNA. A perspectiva é que a abordagem
estrutural e computacional empregada possa reunir dados sobre a ligacdo destes
compostos com o DNA que possam ser correlacionados com os dados de atividade
existentes na literatura, contribuindo assim, para o desenho de farmacos guiado pela

estrutura e por mecanismos de agao.

Os ligantes hibridos PBD-cumarina estudados in silico neste trabalho tém
dados experimentais in vitro descritos por Wells et al. (2008) em CT-DNA. Estas PBDs
hibridas tém em sua estrutura a por¢ao cumarina, um composto de baixo custo e sintese
bem estabelecida. Estes ligantes apresentam atividade antitumoral em duas linhagens de

células estudadas. Além disso, sua fluorescéncia ao absorver comprimentos de onda
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visivel torna interessante a investigacdo de preferéncia de sequéncias e modos de ligacao
visando a aplicagdo como marcadores. Nao ha uma descri¢dao do ponto de vista estrutural

mostrando como os compostos interagem com o DNA.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Gerais

Entender os mecanismos moleculares da formacdo de complexos e as
interacdes de ligantes com o DNA, em nivel estrutural, utilizando docking molecular, e
investigar os modos de ligacdo e a dependéncia ou ndo de sequencias do DNA para a
formagao dos complexos ou adutos.
1.6.2 Especificos

Utilizando esta metodologia, tém-se os objetivos:
¢ avaliar o modo de ligacdo de PBDs hibridos com cumarinas no DNA;
e avaliar a preferéncia dos compostos por sequéncias especificas de DNA,;
e correlacionar com dados experimentais da literatura;

o estabelecer relacGes estrutura-atividade para os compostos estudados;

e propor mecanismos de ligacdo de compostos derivados de pirrolbenzodiazepinas

hibridas no DNA;

e propor um modelo estrutural para o complexo e/ou aduto DNA-PBD hibrida.
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2.1 DOCKING

O docking molecular pode ser definido como a predicdo da estrutura de
complexos receptor-ligante (Brooijmans e Kuntz, 2003) onde ha uma busca do melhor
ajuste entre duas estruturas tridimensionais. Sao utilizados programas computacionais
para realizacdo dos calculos, o que torna essa etapa do estudo mais agil e pratica, mas
isto é apenas uma das etapas do processo. Uma parte importante deste tipo de
simulacdo sdo as escolhas dos receptores, a escolha do sitio de ligacdo, a avaliacdo das
intera¢des intermoleculares e o posicionamento do ligante no sitio. Todas estas etapas
sdo acompanhadas por visualizacdo molecular e envolvem decisdes a serem tomadas

pelo pesquisador.

Em qualquer programa escolhido para a realizacdo do docking, ha duas
partes importantes: (i) um algoritmo para a busca de graus de liberdade conformacional e
de configuracdo dos ligantes e (ii) uma fungdo escore ou fun¢dao de avaliagdo das
solugdes calculadas (Brooijmans e Kuntz, 2003). A natureza do algoritmo pode ser de trés

tipos:

- sistematica: baseado em uma grade ou matriz de valores dentro da cavidade de busca

para cada grau de liberdade explorado.

- deterministica: para gerar cada etapa seguinte, as alteracbes sdo determinadas pelo

estado inicial, tendo cada etapa seguinte energia menor ou igual a do estado inicial.

- estocastica: altera¢des randomicas, geralmente mudando um grau de liberdade do
sistema por vez. Exemplos de algoritmos de busca estocdstica sdo os baseados em
métodos de Monte Carlo e de Algoritmos genéticos. Apenas o ultimo serd descrito por ser
o algoritmo de busca do programa de docking utilizado neste trabalho, o GOLD 4.1.1

(Genetic Optimization for Ligand Docking) (Jones et al., 1997; Jones et al., 1995).

Inicialmente, o docking molecular era utilizado para predizer e reproduzir a
estrutura de complexos apenas entre proteinas e ligantes. O sucesso destes estudos
iniciais tornou o uso deste método uma ferramenta no descobrimento e otimizac¢do de

farmacos (Brooijmans e Kuntz, 2003). No BioMat, em 2006, este processo de simulacdo
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computacional comegou a ser utilizado para o estudo de docking tendo o DNA como

receptor (Reis, 2008), ampliando estudos anteriores realizados com enzimas.

O método adotado foi escolhido visando permitir o estudo da ligacdao de
ligantes no DNA. Isto implica que o planejamento anterior aos cdlculos contemple duas
partes: a selecdo e o preparo das estruturas de DNA que serdo os receptores-alvo e a
selecdo e o preparo das estruturas dos ligantes. Um esquema das etapas do estudo esta

apresentado na Figura 2.1.

Como mostra o fluxograma, para entender o sistema é fundamental
selecionar as estruturas adequadas para o estudo. Para tanto, buscam-se estruturas do
receptor disponiveis nos bancos de dados e avaliam-se quais delas permitirdo estudar o
sistema. Em se tratando do DNA, as buscas foram feitas no Nucleic Acid DataBase, o qual
direciona o pesquisador ao Protein Data Bank para obtengdao das estruturas
tridimensionais selecionadas. As estruturas de DNA foram selecionadas visando ao estudo
do modo de ligacdo no sulco menor, modo intercalado, ambos simultaneamente (misto),
ou bisintercalado. Houve interesse em diferentes sequéncias para os modos de ligacao

estudados.

O programa empregado nas simula¢des foi o GOLD, o qual sera discutido a
seguir. Os detalhes das etapas apresentadas no esquema da Figura 2.1 sdo descritos

adiante.
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Figura 2.1 Etapas do estudo de docking adotado no presente trabalho.

2.2 ALGORITMO GENETICO (AG) E GOLD

Para simular a formagao dos complexos foi utilizado o programa GOLD 4.1.1
(Jones et al., 1995 e Jones et al. 1997), o qual utiliza um algoritmo estocastico na busca de
possiveis solucdes, o algoritmo genético, realizando operacbes genéticas denominadas
mutacoes, crossovers e migracGes para obter uma populacdo final de solugbes. As
solucdes calculadas no AG sdo classificadas por uma funcdo de ajuste (fitness) pré-
definida. Um esquema do modo de operacdo do algoritmo genético esta apresentado no

esquema da Figura 2.2.

O Algoritmo Genético (AG) é um algoritmo estocastico utilizado para
solucionar problemas de otimiza¢do. Os principais conceitos utilizados em AG sdo: (1)
gene: representa cada parametro a ser explorado na otimizacdo; (2) cromossomo:
também chamado de individuo, é a cadeia de genes que representa uma solugdo possivel
para o problema; e (3) populagdo: representa o conjunto de solugGes no espaco de busca.
Os ligantes podem ser considerados flexiveis no programa GOLD. Na linguagem usada,
solugdo representa cada estrutura tridimensional do ligante que o calculo de docking

ajustou no sitio receptor; orientagdao representa a posigao no sitio que agrupa uma ou
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mais solugcdes com RMSD (root mean square deviation) reduzido e superposicdo grafica

qgue permitem afirmar que formam um grupo de solugdes equivalentes.

P s Ligante
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Figura 2.2 Fluxograma da operagdo de um algoritmo genético (adaptagdo de Miranda, 2000; Corréa,
2010).
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Um numero alto de solugdes em um grupo sera considerado como de certo
peso estatistico que favorece a orientacao por eles definida e uma delas serd selecionada
como representante da orientacdo. As duas primeiras definicbes referem-se aos
complexos; o termo conformagado é empregado para a estrutura tridimensional adotada

pelo ligante.

A producdo das solugbes nos algoritmos genéticos consiste no calculo de um
grande nuimero de individuos, realizando uma varredura tdo extensa quanto necessaria
do espaco de solugdes. Para cada individuo gerado, uma aptiddo é calculada através de
uma funcdo de escore (fitness). A funcdo de ajuste GoldScore que foi utilizada no

presente estudo é dada pela relagdo
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GoldScore E = S(hb_ext) + 1,3750S(vdw_ext) + S(hb_int) + S(vdw_int)

onde,
e S(hb_ext): energia de ligacdo de hidrogénio entre o receptor e ligante no

complexo;
e S(vdw_ext)): energia de van der Waals entre o receptor e ligante no complexo;
e S(vdw_int): energia de van der Waals no ligante (intramolecular);
e S(hb_int): energia de ligacdo de hidrogénio do ligante (intramolecular).

O escore vdw_ext é multiplicado por um fator de 1,375 quando o escore
total é calculado. Isto é uma correcao empirica. O resultado total é multiplicado por -1. O
campo de forca (mecanica molecular) utilizado no programa GOLD é o Tripos 5.2 Force
Field (Clark, Cramer Il & Opdenbosch, 1989). O método utilizado foi validado para a
funcdo GoldScore e tem se mostrado adequado para os cdlculos que o grupo vem
desenvolvendo similares aos realizados neste trabalho (Seng et al.,, 2008; Seng et al.,

2010, Reis, 2008).

Em geral, os cdlculos de docking estdo planejados para obter 10 saidas em
cada etapa de calculo. Porém este parametro pode ser alterado para obtencao de mais
ou menos saidas. Quando o programa fornece menos saidas que o solicitado é porque o
valor de RMSD entre os ligantes é menor que 1,5 A, de forma que o programa considera

gue as saidas sdo iguais (convergéncia).

Os individuos (solugdes) sdo ordenados conforme sua aptiddo e os mais
aptos sdo reutilizados pelo algoritmo em operagdes genéticas para gerar novas
populacdes mais aptas. Esta é uma vantagem do AG, pois possibilita uma grande
varredura do espaco de solu¢des e busca a melhor solucdo através da recombinacdo das

melhores solugdes ja encontrada em um ciclo de operagdes.

As interacdes avaliadas durante os cdlculos sdo as ligacdes de hidrogénio e
as interacdes de van der Waals entre os dtomos do receptor e do ligante e do ligante
consigo mesmo em cada solugao calculada. As ligagdes de hidrogénio sao previstas para

atomos eletronegativos. As penalidades sdo impostas para as interagGes entre os &tomos
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do préprio ligante. Portanto, a informacgao sobre a hibridiza¢ao, o tipo dos atomos e sobre
sua conectividade deve estar correta e adequada ao formato Tripos (Clark, Cramer Il &

Opdenbosch, 1989).

2.3 SELECAO DAS ESTRUTURAS DOS DNAS RECEPTORES

Uma parte importante para a realizacdo dos estudos de docking é a busca de
informacgdes estruturais sobre a macromolécula receptora. No presente trabalho, a busca
foi realizada utilizando os bancos de dados Protein Data Bank (PDB) e PDBsum , os quais
sdo bancos de dados de estruturas tridimensionais de proteinas, acidos nucleicos e
ligantes contidos nos complexos entre macromoléculas e ligantes. Também foi utilizado o
Nucleic Acid Database (NDB), um banco de informac¢des sobre complexos de dacidos
nucléicos. Um ponto crucial no estudo é a existéncia, no banco de dados, de complexos
DNA-ligantes a fim de que sejam utilizados receptores adequados para os ligantes de
interesse e para que seja possivel proceder a validacdo dos pardametros selecionados na
realizacdo do docking ao reconstruir um complexo cristalografico utilizando tais

parametros. As estruturas selecionadas e utilizadas no estudo estao listadas na Tabela 2.1

Tabela 2.1 Cddigos PDB das estruturas de DNA, suas sequéncias e o modo de ligagdo investigado
Cddigo Permite testar o Intercalagdo

PDB modo de ligagio Sequéncia 5’ > 3’ entre Referéncia

1vzk Sulco menor CGCGAATTCGCG - Mallena et al. (2004)
1g3x Intercalado/misto CGCGAATTCGCG AA (ou TT) Malinina et al. (2002)
2ky7 Intercalado/misto AACAATTGTT AA (ou TT) Rettig et al. (2010)
1d67 Intercalado/misto TGATCA GT (ou CA) Gallois et al. (1993)
1k9g Intercalado/misto CCTAGG GG (ou CC) Lisgarten et al. (2002)
2rou Intercalado/misto GCGCGG GC (ou CG) Wang et al. (2008)
2da8 Bisintercalado/misto GATATC AT (ou TA) Addess et al. (1993)

Os complexos DNA-ligantes (Tabela 2.1) depositados no PDB foram obtidos
por difracdo de raios X (1vzk, 1g3x, 1d67, 1k9g) ou RMN (2ky7, 2rou, 2da8).
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2.4 OBTENGAO E PREPARO DA ESTRUTURA DOS LIGANTES

Os ligantes estudados neste trabalho tém suas atividades contra células
tumorais de cancer de ovdrio, cancer renal e melanoma e sua afinidade pelo DNA
(estudos de desnaturagdo térmica) relatadas por Wells et al. (2008). O esquema da

estrutura geral dos compostos estudados estd apresentado na Figura 2.3.

comprimento

Cumarina .,
variavel Por¢ao PBD
EtoN (@) ()
H
A

Figura 2.3 PBDs ligados a uma porgdo cumarina através de uma cadeia alifatica de comprimento
variavel na posicdo C8 (adaptada de Wells et al., 2008).

Os compostos estudados estao apresentados na Tabela 2.2. Suas estruturas
tridimensionais foram obtidas por modelagem molecular, partindo-se de estruturas
cristalograficas das porgdes ciclicas, cumarina e pirrolbenzodiazepinas. A por¢ao cumarina
para o inicio da modelagem foi obtida do cédigo coumarinl20 do banco de dados
SuperHapten (http://bioinformatics.charite.de/superhapten/). A estrutura PBD inicial foi
obtida dos arquivos eletrénicos da International Union of Crystallography, cdédigo
referéncia xu2391 (Zhao et al, 2008). A juncdo das porcbes de cumarinas e
pirrolbenzodiazepinas e a adicdo de substituintes foram realizadas por modelagem
molecular de pequenas moléculas, com o programa HyperChem 6.0. As geometrias foram
calculadas com a fungdo de mecanica molecular MM+ deste programa e método de
otimizacdo Steepest Descent com gradiente de 0,01 kcal/mol. Calculos semi-empiricos
adicionais com funcao PM6 ainda foram feitos sobre a estrutura dos compostos utilizando

MOPAC2009 (Stewart, 2007; MOPAC2009).
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Tabela 2.2 Esquema da estrutura dos ligantes estudados (adaptado de Wells et al., 2008)

EtoN 0. .0
H
= N ~_0 N= H
Ligante 1 3
MeO N
0
Et,N 0._0
H
= N\/Avo N\ H
Ligante 2
2 MeO N
O
A = (CH,),
Et,N 0.0
H
= N_A_O N= H
Ligante 3 o
MeO N

A = (CH,);NHCOCH, ©

E importante ressaltar que n3o ha dados sobre a estrutura tridimensional
para os complexos formados entre estes ligantes e o DNA, apenas dados provenientes de

outras técnicas e relatados no trabalho de Wells e colaboradores (2008).
2.5 VALIDACAO DOS PARAMETROS DO DOCKING OU REDOCKING

No inicio do trabalho de docking, é necessario verificar se todas as escolhas
feitas (a macromolécula, o estado da macromolécula, o sitio de ligacdo e o raio R utilizado

nos cdlculos para construir a esfera do espaco de busca) sdo adequadas.

Apds a selecdo das estruturas de complexos cristalograficos no Protein Data
Bank contendo o receptor desejado, sdo separadas as coordenadas do receptor e do
ligante e, com calculos de docking, trabalha-se na reconstru¢cdo do complexo,
procedimento esse denominado redocking. Caso o procedimento tenha parametros
adequados, o complexo virtual obtido dos cdlculos assemelha-se ao complexo
cristalografico. Caso isso ndo ocorra, sdo necessarios ajustes nos parametros escolhidos

pelo pesquisador para melhorar a simulacdo. Uma vez que a semelhanca é alcancada,
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considera-se que o procedimento estd validado, com os parametros de ajuste
selecionados e que serdo utilizados nos cdlculos subsequentes (Figura 2.3), e os

resultados sao comparados ao complexo cristalografico.

Protein Data Bank J

—

receptor

|

complexo cristalografico complexo tedrico

Figura 2.4 Esquema apresentando o fundamento do redocking. O processo inicia-se com um complexo
cristalografico. Com as estruturas tridimensionais das moléculas isoladas, reconstrdi-se o complexo
computacionalmente e procede-se a comparagdo com o complexo cristalografico.

Os resultados obtidos para o redocking com cada um dos receptores (Tabela

2.1) estdo apresentados no Anexo 3.1, pagina 101.

2.6 ANALISE DOS RESULTADOS DOS CALCULOS DE DOCKING

A andlise dos resultados obtidos dos calculos de docking é feita por
visualizacdo molecular. Observa-se em primeiro lugar se ocorre um padrao de
orientacdes dos compostos nos sitios de ligacdo. A partir do padrdo, é feita a escolha do

ligante com melhor orientagao associado ao melhor escore para o padrao.

O passo seguinte envolve a inspecdo das interacbes intermoleculares,
avaliando-se as distancias de ligacao entre os &tomos do ligante e do receptor, os angulos
das ligacdes e o tipo de interacdo. As intera¢des envolvem interacGes eletrostaticas, de

van der Waals, ligacGes de hidrogénio e interacoes .
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A anadlise dos complexos foi feita com programas de visualizagdo molecular,

principalmente o Accelrys Discovery Studio Visualizer™ 2.0.

2.7 COMPARAGAO DOS RESULTADOS DOS CALCULOS DE DOCKING

Visando comparar os valores de escore para todos os DNAs estudados, cada resultado de
escore de docking foi comparado ao escore do redocking no respectivo DNA. Para isso, foi
estabelecido o delta escore (AE), a diferenca entre o escore do redocking e do docking,

calculado pela equacao:
AE = '(Eredocking - Edocking)
As trés situacdes possiveis sdo:

AE = 0, o que significa que o ligante se acomoda no sitio receptor tdo bem quanto o

ligante original;
AE < 0, nesse caso a formacdo do complexo é menos favordvel que a do ligante original;
AE > 0, nesse caso a formacdo do complexo é mais favoravel que a do ligante original.

O valor da diferenca entre os escores do redocking e do docking é
multiplicado por -1 para facilitar a andlise. Assim, AE positivos sdo verificados para

ligantes com escores melhores que o redocking.
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Neste Capitulo estdo descritos os experimentos realizados, os resultados
obtidos e a discussdo sobre os mesmos. O estudo foi realizado com os DNA-receptores
listados na Tabela 2.1 e com os ligantes 1, 2 e 3 (Tabela 2.2). Um panorama dos estudos
realizados é apresentado na forma de fluxograma na Figura 3.1, que foi dividido em trés

linhas principais, conforme sera descrito a seguir.

Na primeira linha, os primeiros trés experimentos tiveram como objetivo
principal determinar o modo de ligacdo da familia de compostos pirrolbenzodiazepinas
(PBD) hibridas com cumarinas no DNA. Foram avaliados a ligacdo do composto ao sulco
menor, a intercalacdo e a bis-intercalacdo. Os procedimentos adotados em relacdo as
simulagdes de docking para este tipo de propdsito foram utilizados com sucesso por
Caracelli e colaboradores (Reis, 2008; Seng et al.,, 2008, Seng et al.,, 2010). Os

experimentos estdo apresentados de forma resumida a seguir.

Experimento1 Foram feitos estudos de docking com os DNA-receptores
1vzk e 1g3x, que apresentam a mesma sequéncia, e que permite avaliar a ligacdo em dois

modos distintos, sulco menor e intercalado.

Experimento 2 Os estudos de docking com a estrutura 2da8 permitiram

avaliar modo de liga¢do bis-intercalado.

Experimento 3 Os calculos de docking com a estrutura 2ky7 foram feitos com
0 propdsito de simular a formagcdo de aduto no sulco menor ou de complexos

envolvendo intercalacdo e ligacdo ao sulco menor concomitantemente.

Na segunda linha, a ideia central foi a de estudar a influéncia da constituicao
do ligante na sua associacdo com o DNA. A terceira questdo abordada neste trabalho
foi a influéncia das sequéncias de DNA para a forma¢do do complexo desta familia de
ligantes. Os procedimentos para avaliar a influéncia de sequéncias na formacao de
complexos foram utilizados anteriormente (Seng et al., 2010) no BioMat, em

concordancia com dados experimentais e, por esse motivo, foram aplicados também
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neste trabalho. Alguns experimentos serviram aos dois propédsitos conforme pode ser

observado no fluxograma (Figura 3.1).

O ligante estudado pode ser considerado como formado de trés partes
distintas: a pirrolbenzodiazepina, o espagador e a cumarina. Assim, cada parte do
composto foi estudada separadamente e foi avaliado seu peso na orientacdo e
conformacdo do ligante completo em relagdo ao DNA. O experimento 4.0 serviu como
controle, pois foi feito o mesmo tipo de estudo para o ligante do complexo 2ky7 (obtido
do PDB). O ligante de 2ky7 é composto de uma por¢ao PBD, um espacador e uma por¢ao

naftalimida. Os outros experimentos foram feitos com os compostos PBD-cumarinicos.

Experimento 4.0 Para avaliar a influéncia da porcao funcional
cumarina, os calculos de docking foram feitos utilizando a estrutura 2ky7, substituindo a
porcdo naftalimida de seu ligante original pela cumarina, e substituindo a cumarina do

ligante 1 pela porg¢ao naftalimida.

Experimento 4.1 Neste caso os calculos de docking tiveram como
ligantes as por¢des PBD e cumarina separadamente e os DNA-receptores 1g3x, 1d67,
1k9g, 2rou e 2da8 com a finalidade de avaliar a preferéncia por diferentes sequéncias de

bases, quando a ligagdao ocorre no modo intercalado.

Experimento 4.2 A fim de avaliar o efeito da adicao do espacador, foi
feito docking nas mesmas estruturas de DNA do experimento anterior (1g3x, 1d67, 1k9g,

2rou e 2da8) com as porg¢des funcionais e os espacadores:

(I) PBD + espacador 1, PBD + espacador 2 e PBD + espacador 3; e
(1) cumarina + espacgador 1, cumarina + espacador 2 e cumarina + espagador 3.

Experimento 4.3 Foram feitos cdlculos de docking similares aos
anteriores, com 0s mesmos receptores dos experimentos anteriores 1g3x, 1d67, 1k9g,

2rou e 2da8 e com os ligantes 1, 2 e 3 completos.

O experimento 5.0 serviu de controle, e os resultados dos Experimentos 4.1
e 4.3, puderam mostrar a preferéncia das por¢bes dos compostos estudados neste

trabalho por determinadas sequéncias de DNA.
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Experimento 5.0 Foi utilizado o ligante daunomicina, um intercalador
conhecido, nos receptores intercaladores 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 2da8, para testar a
preferéncia de bases para intercalagdo. A estrutura cristalografica do ligante foi extraida
do PDB, entrada de cddigo 427d (Schuerman e Van Meervelt, 2000), que contém um

complexo DNA-daunomicina.

[ Sulco menor ]

Experimento 1 ]<
[ Intercalagao ]

AVALIACAO DO

~ Experimento 2 ]—[ Bisintercalagao
MoDO DE LIGACAO

Experimento 3

Complexo

]
Aduto ]
)

f = =
Experiimentodi ] Controle - ngant'e. .estudo das'porgoes
L PBD, naftalimida e cumarina

& - ~
Expariments 4.1 ] Ligante: estudo das por¢des PBD e

cumarina i

INFLUENCIA DA
COMPOSICAO DO
LIGANTE

cumarina + espacador

Experimento 4.3 ]—[ Ligante completo

[ Experimento 5.0 H Controle: daunomicina }

.

—

Experimentoli? ] Ligante: porgGes PBD + espacador e ]

INFLUENCIA DA
SEQUENCIA

Figura 3.1 Fluxograma de trabalho apresentando os experimentos realizados ao longo do estudo.

Os resultados dos experimentos sdo detalhados a seguir. Em todos os casos,
para cada DNA-receptor utilizado, para que os processos fossem validados, foram feitos
os redockings (Tabela 3.1), conforme descrito no Anexo 3.1, antes que fossem feitos os

estudos docking para os ligantes 1, 2 e 3.
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Tabela 3.1 Escores do redocking para os DNAs utilizados como alvo no estudo (kcal/mol)

Codigo PDB Entre as bases Sequéncia 5’ - 3’ Escore do redocking
lvzk - CGCGAATTCGCG 75,6
1g3x AA CGCGAATTCGCG 80,1
1d67 AC TGATCA 73,5
2da8 AT GATATC 123,3
2ky7 AA AACAATTGTT 95,23
1kog GG CCTCGG 43,2
2rou GC GCGCGG 41,6

3.1 AVALIAGAO DOS MODOS DE LIGACAO

Uma série de experimentos in silico foi feita para avaliar o possivel modo de
ligacdo ao DNA. Os modos de ligacado inicialmente avaliados foram ligacdo ao sulco menor
e intercalagdao separadamente, os modos mais comuns de interagdao de DNA-pequenas
moléculas. Outros modos também foram estudados como o bis-intercalado e o modo que
sera chamado de misto, no qual o ligante se acomoda no sulco menor e ao mesmo tempo

intercala entre as bases.

Em todos os casos foi feito o redocking, que mostra que o processo de
simulacdo de docking consegue recriar o complexo obtido do banco de dados e ao
mesmo tempo serve de controle para saber se a acomodagdo de outro ligante é igual,

melhor ou pior do que a do complexo original, e os resultados se encontram no Anexo 3.1

3.1.1 Experimento 1: sulco menor ou intercalagao

Para que fosse possivel avaliar os modos de ligacdo sulco ou intercalado,
foram estudados o comportamento dos ligantes nos receptores de mesma sequéncia,
mas com diferentes possibilidades de modo de ligacdo. O receptor 1vzk permite avaliar se
o modo preferencial de ligacdo ocorre no sulco menor, e o receptor 1g3x, se o0 modo

preferencial é o intercalado.
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Na Tabela 3.2, estdo os escores obtidos dos cdlculos de docking e da analise
por visualizacdo molecular para as melhores poses’ de cada ligante em cada receptor. As
interagdes e as figuras destes complexos estdo no Anexo 3.2. Observa-se que os valores
para os ligantes em 1lvzk e em 1g3x sdo valores da mesma ordem, com uma diferenca
mais notavel apenas para o ligante 1. Em outros estudos, a diferenca de escores tem
permitido determinar claramente o modo de ligacdo (sulco ou intercalagdo) sem
ambiguidade. Por exemplo, os estudos de docking descritos em Seng et al., 2008 mostram
uma diferenca de cerca de 15 kcal/mol para um ligante nas mesmas duas sequéncias,
indicando uma preferéncia dos ligantes formarem complexos com o DNA no modo
intercalado, e que foi corroborada por dados experimentais. No caso presente, estas
diferengas sao bem menores para os ligantes 2 e 3, e mais significativas para o ligante 1.

Também a analise por visualizagdo molecular ndo permitiu uma escolha.

Tabela 3.2 Escores para os ligantes 1, 2 e 3 nas estruturas 1vzk e 1g3x (kcal/mol)

Diferenca absoluta de escores

Li M ligaca E kcal I
igante odo de ligagdo score (kcal/mol) entre os escores (kcal/mol)

Sulco menor (1vzk) 77,8

1 8,8
Intercalado (1g3x) 69,0
Sulco menor (1vzk) 73,6

2 1,1
Intercalado (1g3x) 72,5
Sulco menor (1vzk) 70,2

3 2,8
Intercalado (1g3x) 73,0

A pose obtida para os ligantes nos complexos 1lvzk e 1g3x estd exemplificada
para o ligante 1 na Figura 3.2. As interacOes entre os ligantes e os DNA-receptores estdo

listadas nas tabelas e figuras do Anexo 3.2.

! Pose, orientagcdo de um ligante em relagdo a um dado receptor, com uma dada conformagéo (Perola et al., 2002).
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1vzk 1g3x
Figura 3.2 Complexos modelados com as estruturas 1vzk e 1g3x.
Os resultados deste experimento ndo permitiram identificar preferéncia por
intercalacdo ou por ligacdo ao sulco menor e motivaram a investigacao de outros modos

de ligacdo.

3.1.2 Experimento 2: avaliagdo do modo de ligacdo bis-intercalado

Outros modos de ligacdo sdo conhecidos para o DNA. Um destes modos de
ligacdo é a bis-intercalagdo, no qual o ligante intercala duas por¢des de sua estrutura
entre as bases em regides diferentes da dupla hélice. Estes compostos apresentam duas

porcdes contendo anéis fusionados.

Os ligantes 1, 2 e 3 aqui estudados possuem duas porgdes ciclicas, com anéis
fusionados, a porgdao PBD e a por¢do cumarina; portanto, buscou-se avaliar se estas duas
porcGes poderiam intercalar simultaneamente no DNA, adotando assim o modo de

ligagdo bis-intercalado.

Para avaliar a bis-intercalacdo para os ligantes 1, 2 e 3, a estrutura 2da8
(Addess, Sinsheimer e Feigon, 1993) foi selecionada e contém o ligante 2-
carboxiquinoxalina que possui dois conjuntos de anéis, ligando-se ao DNA por duas

intercalagdes.
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Os escores para os ligantes 1, 2 e 3 no receptor 2da8 estao apresentados na
Tabela 3.3. A sobreposicao do resultado do redocking com a estrutura inicial do ligante

esta apresentada na Figura 3.1a.2 do Anexo 3.1.

Apesar de a estrutura do receptor permitir o estudo do modo de ligagao bis-
intercalado, os cdlculos de docking produziram saidas com os ligantes 1 e 2 apresentando

apenas uma intercala¢do e ocupacado do sulco menor simultaneamente (Figura 3.3A e B).

Tabela 3.3 Escores dos ligantes 1, 2 e 3 em 2da8 (kcal/mol)

Ligante Escore do redocking
1 67,6
2 73,1
3 76,6

Na estrutura de DNA com ligantes bis-intercalados, o sulco menor torna-se
mais amplo, como é verificado na estrutura 2da8. Devido a isso, a cadeia espacadora
encontra maior liberdade de posicionamento no sulco menor, o que ndo proporcionou
um padrdo de ligacdo para os resultados dos cdlculos de docking para estes ligantes. As
interacGes destes complexos estdo apresentadas nas Tabelas 3.3a.1, 3.3a.2 e 3.3a.3 e nas

Figuras 3.3a.1, 3.3a.2 e 3.3a.3 do Anexo 3.3.

Apenas o ligante 3 apresentou o modo bis-intercalado (Figura 3.3C), no
entanto, sem uma diferenca significativa de escore dos outros ligantes para sugerir que
este seja o0 modo de ligacdo envolvido. Mesmo o ligante 2, com tamanho semelhante ao
de 3, realiza apenas uma intercalacdo. O anel cumarinico apresenta-se posicionado no

sulco menor em dois dos complexos (ligantes 1 e 2).
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(A) 2da8-ligantel (B) 2da8-ligante 2 (C) 2da8-ligante 3

Figura 3.3 Complexos com os ligantes 1, 2 e 3 na estrutura 2da8.

Com os resultados obtidos dos cdlculos e a visualizagdo molecular, pode-se
sugerir que o modo de ligacdo bisintercalado ndo deve estar envolvido na ligacdo destes

compostos ao DNA.

3.1.3 Experimento 3: modo de ligagdo misto; formagao de aduto no sulco menor ou de

complexos.

A ligacdo por meio de uma intercalacdo entre as bases e ocupacdo do sulco
menor simultaneamente também é um mecanismo descrito para pequenas moléculas
gue se ligam ao DNA. Como abordado no Capitulo 1 deste trabalho, este modelo tem sido
recentemente elucidado, mas nenhum termo foi empregado para descrevé-lo. Aqui, o
termo modo de ligagdo misto sera empregado para se referir ao mesmo. Ligantes
também podem formar complexos covalentes com o DNA, e nesse caso sao adutos. O
Experimento 3 foi realizado a fim avaliar a ligacdo no modo misto associada com a

ocorréncia da formacdo de aduto no sulco menor ou de formacdo de complexo.

A estrutura de DNA utilizada neste experimento foi a de codigo 2ky7 (Rettig et
al., 2010), escolhida por conter uma PBD conjugada com naftalimida e ligada ao DNA no
modo misto. Nesta estrutura, o ligante faz uma ligacao irreversivel com o DNA no sulco
menor, ocorrendo a formagdo de um aduto com a guanina G8. Por isso, esta estrutura

também é adequada para avaliacdo da formacado de aduto no sulco menor.
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Os escores dos complexos e dos adutos com o receptor 2ky7 e os ligantes 1, 2
e 3 estdo apresentados na Tabela 3.4. No caso de formacdo dos complexos a por¢dao PBD
ficou intercalada entre as bases, enquanto que no caso de adutos, a PBD permanece no
sulco menor pela imposicao da formagdo de ligacdo covalente com a G8. As interagdes
dos complexos deste experimento estdo apresentadas nas tabelas e figuras do Anexo 3.4,

pagina 114.

Tabela 3.4 Escores dos testes em 2ky7 com os ligantes 1, 2 e 3 (kcal/mol)

Escore Diferenca absoluta
Ligante PBD intercalada PBD no sulco menor ¢
(complexo) — (aduto)
complexo aduto
1 82,3 78,1 4,2
2 93,0 92,5 0,5
3 94,9 93,9 1,0

Os resultados e a analise dos resultados obtidos para os ligantes 1, 2 e 3 estdo

apresentados a seguir.

Ligante 1 — Formacgdo de Aduto: o ligante se posiciona no sulco menor (Figura 3.4A).

Nao foi observada a intercalagao de nenhuma porgao do ligante 1.

Ligante 1 — Formagao de Complexo: a porc¢ao PBD ficou intercalada entre bases AA, com

o espacador e a cumarina ocupando o sulco menor (Figura 3.4B).

Comparativamente, o escore do complexo e do aduto para o ligante 1
diferem em apenas 4,2 kcal/mol, com uma pequena preferéncia pela formacdo do
complexo. Avaliando as intera¢cOes para os dois casos, esta diferenca no escore é
atribuida a ocorréncia de interagdes 1 na intercalacdo da por¢cdo PBD e na porgdo
cumarina, que se orienta perpendicularmente as bases do sulco menor (Tabelas e Figuras
3.4a.1 e 3.4a.2 do Anexo 3.4). A cumarina também apresenta dois oxigénios aceptores de
ligacdo de hidrogénio e grupos CH que fazem intera¢des C-H...O com os agUcares apenas

guando esta ligada no sulco menor, ou seja, no complexo.
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|| cumarina

Figura 3.4 Pose obtida para o ligante 1 na 2ky7: (A) aduto e (B) complexo.

Ligante 2 — Formagdo de Aduto: a porcdo PBD ocupa o sulco menor (Figura 3.5A). O
posicionamento do ligante 2 difere do ligante 1, pois a por¢do cumarina apresentou-se
intercalada. A intercalacdo da cumarina neste complexo foi possibilitada pelo tamanho do

espacador, o qual contém 11 atomos no ligante 2 e apenas 6 atomos no ligante 1.

Ligante 2 — Formag¢ao de Complexo: neste caso a porg¢ao PBD intercala e a cumarina

ocupa o sulco menor (Figura 3.5B).

Somente a diferenga entre os escores ndao permite sugerir preferéncia entre
aduto e complexo; porém, novamente a cumarina realiza maior nimero de ligacdes de
hidrogénio C-H...O no sulco menor e a porgdo PBD faz uma interagao . com as adeninas

na intercalacdo (Tabelas e Figuras 3.4a.3 e 3.4a.4 do Anexo 3.4).
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Figura 3.5 Pose obtida para o ligante 2 na 2ky7: (A) aduto e (B) complexo.

Ligante 3 — Formagao de Aduto: a porcdo PBD ocupa o sulco menor e a porgao
cumarina intercala (Figura 3.6A), de maneira semelhante ao ligante 2. O ligante 3 também

possui um espacador longo, com 11 atomos, mas de composicao diferente.

Ligante 3 — Formagdao de Complexo: a porcdo PBD intercalada e a cumarina ocupa o

sulco menor (Figura 3.6B).

O ligante 3 apresenta interacGes semelhantes as do ligante 2 no aduto e no
complexo com 2ky7. Portanto, a cumarina apresenta mais ligacGes de hidrogénio quando
ocupa o sulco menor e a porgao PBD apresenta interagdes 1 apenas na formagao do

complexo.

Apesar dos escores sozinhos ndao permitirem a distincdo de preferéncia pela
formacgao do aduto ou do complexo no modo de ligagdao misto, as analise de interagdes
entre anéis com a porcao PBD e as ligacdes de hidrogénio realizadas pela porcao
cumarina verificadas na formacdo do complexo devem contribuir para preferéncia pelo
modo misto em que a porg¢do PBD intercala entre as bases e a cumarina ocupa o sulco

menor (Tabelas e Figuras 3.4a.5 e 3.4a.6 do Anexo 3.4).
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Figura 3.6 Pose obtida para o ligante 3 na 2ky7: (A) aduto e (B) complexo.

Os resultados aqui obtidos unidos aos do Experimento 1 parecem indicar
que a ligagdo no DNA pelo modo misto seja o mecanismo envolvido na ligagao destes

compostos a dupla hélice.

Nos resultados do Experimento 2, o modo bis-intercalado mostrou-se
improvavel, com os ligantes 1 e 2 adotando o modo misto, mesmo havendo possibilidade
de bis-intercala¢do. Portanto, somando os resultados do Experimento 3 aos resultados
dos dois experimentos anteriores, sugere-se que o modo de ligacdo misto seja o modo

envolvido na ligacdo destes ligantes no DNA.
3.2 INFLUENCIA DA COMPOSICAO DO LIGANTE PARA O MODO DE LIGACZ\O.

Uma vez que na Secdo 3.1 concluiu-se que o modo misto é o modo
preferencial de ligagdo dos ligantes 1, 2 e 3 ao DNA, com a formagdo de complexo com o
receptor, novos experimentos foram planejados para avaliar a influéncia da composicao

da PBD hibrida na ligagdo ao DNA.

No Experimento 4.1, foram estudadas as por¢des cumarina e PBD

separadamente; em seguida, no Experimento 4.2 foi avaliada a influéncia da adicdo do
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espacador, considerando a por¢dao PBD ligada aos diferentes espagadores e depois a
cumarina. Os resultados foram comparados com o Experimento 4.3 para os ligantes

completos. Os detalhes sdao apresentados em cada etapa.

A estrutura 2ky7 foi considerada como um modelo e foram feitos
experimentos tidos como controle (Experimento 4.0), para avaliar o comportamento de

PBDs hibridas com composi¢des distintas.

3.2.1 Experimento 4.1: Influéncia das por¢des cumarina e PBD para o modo de ligacao

Os ligantes estudados sdao compostos que apresentam em comum duas
porgdes funcionais contendo anéis — a pirrolbenzodiazepina (PBD) e a cumarina —

conectadas por uma cadeia espacadora que varia em tamanho (Tabela 2.2).

A fim de avaliar a contribuicdo destas partes para o modo de ligacdo, foram
feitas simulagdes com as porgdes PBD e cumarina separadamente. Os resultados da etapa
de simula¢cGes com a porcdo PBD separadamente estdo apresentados a seguir e as
interacGes e os complexos estdo nas Tabelas 3.5a.1 a 5.5a.5 e Figuras 3.5a.1 a 5.5a.5 do

Anexo 3.5.

Foram considerados os valores de AE, uma comparac¢do com o redocking,
conforme descrito na Secdo 2.7. Na Figura 3.7, estdo apresentados os valores de AE para
cada DNA-receptor, com a por¢ao PBD. As condicdes para a por¢dao PBD nos receptores

1k9g e 2rou sdao mais favordveis que no outros casos.
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2rou
20,0 1k9g
10,0 7,0
_ 1g3x 1d67 - 2da8
redocking - - i
g -10,0 8,0
= -20,0
= -21,3
o -30,0 -26,6
<

Figura 3.7 Valores de AE para a porg¢do PBD separada. A linha vermelha no ponto zero representa

o escore do redocking.

Na Figura 3.8 observa-se o complexo com 1k9g; as interacdes n verificadas na
intercalacdo envolvem os dois anéis das guaninas adjacentes. Também foi verificada
proximidade entre o anel A da por¢ao PBD e as guaninas G5 e G6. Quando as bases da
intercalacdo eram adeninas, ndo foram verificadas interacdes com os dois anéis das bases
simultaneamente. Estas observacdes podem estar relacionadas com a preferéncia de
sequéncia verificada. As interagcdes com todas as estruturas de DNA testadas estdo

apresentadas nas Tabelas 3.5a.1 a 5.5a.5 e Figuras 3.5a.1 a 5.5a.5 do Anexo 3.5.

Figura 3.8 InteragGes da por¢do PBD com os nucleotideos C1, C2, G5 e G6 no modo de ligagdo
intercalado (1k9g). Distancias em A.

Experimentos analogos foram realizados para a porgdo cumarina

separadamente. Os valores de AE em cada simulacdo estdo apresentados no grafico da
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Figura 3.9. As interagcdes com as estruturas de DNA testadas estdao apresentadas nas

Tabelas 3.5a.6 a 5.5a.10 e Figuras 3.5a.6 a 5.5a.10 do Anexo 3.5.

1k9g 2rou
14,2

20,0
15,0
10,0 7,0
5,0 1g3x 1d67 ‘ 2da8
redocking }
-5,0
-10,0
-15,0
-20,0
-25,0 sl -22,7
300 2838

-11,0

AE (kcal/mol)

Figura 3.9 Grafico de barras dos valores de AE para a porgdao cumarina isolada.

Na Figura 3.10, pode ser percebido que, da mesma forma que para a porcdo
PBD, os receptores onde houve melhores resultados para a intercalacdo foram 1k9g e

2rou.

Quando a intercalacdo ocorreu entre bases AA, na estrutura 1g3x, o complexo
apresentou AE de -28,8 kcal/mol. As intercalages entre bases AC e AT (1d67 e 2da8)
também apresentaram valores desta ordem. Estes foram os complexos menos favoraveis

para intercalagao.

J4 nos complexos com intercalacdo entre GG e GC, os AE obtidos sdo
positivos, da mesma ordem dos complexos com a por¢dao PBD, sendo ligeiramente mais
alto em 1k9g e idéntico em 2rou. As interacdes da cumarina em 1k9g estdo apresentadas

na Figura 3.10.

A centrdide do anel aromatico da cumarina esta mais distante das guaninas
guando comparado ao complexo com a por¢cao PBD. Apesar de escores parecidos, a
maior proximidade dos anéis da guanina poderia indicar preferéncia pela por¢dao PBD na

intercalacgdo.
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Nos dois casos avaliados, PBD e cumarina, a formac¢dao de complexos parece
ser mais favoravel com os receptores, 1k9g e 2rou, mas com uma preferéncia por 1k9g
onde a intercalagdo ocorre entre as bases GG enquanto que para 2rou, ocorre entre

bases GC.

Figura 3.10 InteracBes, com distancias em A, da porgdo cumarina com os nucleotideos C1, C2, G5 e G6
no modo de liga¢do intercalado (1k9g).

3.2.2 Experimento 4.2: Por¢iao PBD mais espacadores e por¢ao cumarina mais

espacadores

Uma das questdes que motivou o Experimento 4.1, descrito na se¢do anterior,
foi a de descobrir se ha uma preferéncia pela parte do ligante que vai ocupar a
intercalacdo, a cumarina ou PBD. Com os resultados ndao foi possivel apontar uma
preferéncia para a porcdo que intercala, assim o Experimento 4.2 foi realizado para
verificar essa possibilidade. Neste experimentos, foram testadas as porcdes PBD e
cumarina somadas aos espacadores. As interacdes dos complexos simulados nesta etapa

estdo apresentadas nas Tabelas e Figuras do Anexo 3.6.

Comparando os escores dos complexos obtidos com as duas por¢des ciclicas,
para os trés espacadores, os valores mais altos de AE foram verificados com a porcdo PBD
intercalada, como pode ser observado nas Figuras 3.11, 3.12 e 3.13. Em todos os casos a
preferéncia ocorre pelos mesmos receptores 1k9g e 2rou, como ja havia ocorrido no

Experimento 4.1. A presenga da cadeia espagadora contribui para elevar ligeiramente o
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escore dos complexos e permite apontar com clareza a preferéncia pela intercalacdo da

porcdo PBD em relacdo a cumarina.

O posicionamento obtido envolve a intercalagdo da porgao ciclica, tanto para
o teste com PBD como para os testes com a cumarina. O espagador, em todos os casos,
tende a se aproximar do corrimdo de pentose fosfato; uma liberdade maior de
posicionamento do espac¢ador foi verificada, o que pode ser atribuido a auséncia de uma

segunda porc¢do funcional que defina seu posicionamento no sulco menor.

30,0 1k9g 2rou
20,0 18,5 18,3
100 1g3x 1d67 2da8
redocking —
-1,0
—g -10,0
<
7 200 g8 164
o
- -30,0
(¥ )
g
-40,0
PBD-espacgador 1
S0 1k9g 2rou
20,0
11,2

10,0
1g3x 1d67 l 3,6 2das
redocking ——
-10,0

©
E -10,1
= .20,0
g -20,3
E '3010 '26,8
-40,0

Cumarina-espacgador 1

Figura 3.11 Valores de AE para as por¢Ges PBD e cumarina com o espagador 1.
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-10,0
-20,0

-30,0

AE (kcal/mol)

-40,0

-18,7
-25,7

Cumarina-espacgador 2

1k9g 2rou
244 250
2da8
5,9
1g3x 1d67 i
-11,3 I
-15,5
PBD-espacgador 2
1k9g 2rou
15,4
1g3x  1d67 ' %2 2da8
e i
-2,1

Figura 3.12 Valores de AE para as por¢Ges PBD e cumarina com o espagador 2.
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1k9g 2rou
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redocking i
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AE (kcal/mol)

-40,0

PBD-espacgador 3

30,0 1k9g  2rou
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100 1g3x  1d67 u 2das8
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-20,0 16,4
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AE (kcal/mol)

-40,0
Cumarina-espacgador 3

Figura 3.13 Valores de AE para as por¢Ges PBD e cumarina com o espagador 3.

Dos resultados com os ligantes contendo uma das porgdes ciclicas e uma
cadeia espacadora, é possivel afirmar que a adicdo dos espacadores as por¢ées funcionais

favorece a intercalacao da porgao PBD.

O préximo passo foi o estudo dos ligantes 1, 2 e 3 inteiros nos mesmos

receptores para avaliacdo do complexo.
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3.2.3 Experimento 4.3: Estudo da formag¢ao de complexos com os ligantes inteiros 1, 2 e

3

Os experimentos descritos até aqui permitiram sugerir um modo de ligacao
preferencial e a contribui¢cdo de cada porgao funcional do ligante e sua influéncia sobre o

modo de ligacao.

No Experimento 4.3, os ligantes 1, 2 e 3 inteiros foram testados com os
mesmos receptores descritos nas se¢des anteriores, de forma a avaliar a formacdo do
complexo no modo misto. Como consequéncia destes experimentos, foram avaliadas

também a influéncia das diferentes sequéncias (Tabela 2.1).

As interagbdes dos complexos estdo apresentadas e esquematizadas nas
Tabelas 3.7a.1 a 3.7a.9 e Figuras 3.7a.1 a 3.7a.9 do Anexo 3.7. E necessario lembrar que
os complexos com os ligantes 1, 2 e 3 inteiros e as estruturas 1g3x e 2da8 ja foram
apresentados nas secdes 3.1.1 e 3.1.2 deste Capitulo e serdo aqui retomados para
comparacdo. Os complexos com 1g3x e 2da8 estdo apresentados nos Anexos 3.2 e 3.3,
respectivamente. A seguir estdo discutidos os resultados para cada ligante em cada um
dos DNAs estudados. Como descrito no Capitulo 2, os escores sdo analisados em

comparacao ao escore do redocking (AE).

3.2.3.1 Ligante 1

Para os DNA-receptores 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 2da8, o posicionamento
obtido para o ligante 1 envolve a intercalacdo e a ocupac¢do do sulco menor. Em todos os
casos, verificou-se que a porgdo intercalada entre as bases é a PBD. Este resultado esta
em concordancia com o observado nos Experimentos 4.1 e 4.2 com as pog¢des funcionais

dos ligantes.

Os valores de AE mais favoraveis foram verificados para 1k9g e 2rou, seguidos

de 2da8 (Figura 3.14). Os complexos com 1g3x e 1d67 apresentaram os menores escores.
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O modo de ligagdo misto foi mais favoravel para sequéncias contendo GG ou

GC (1k9g e 2rou), em acordo com o verificado para os testes com as por¢Ges funcionais

separadas.

40,0
—_ 1k9g 2rou
g 30,0
< 235 24,0
§ 20,0
o 2da8
< 10,0 5,9

1g3x 1d67 l

redocking H
-10,0 —H -6,8

-11,1

-20,0

Figura 3.14 Valores de AE para o ligante 1 nos DNAs estudados.

A Figura 3.15 mostra o posicionamento do ligante 1 no DNA 1k9g. O
posicionamento relativo do ligante no DNA mostra a porcdo PBD intercalada, enquanto a

porgdo cumarina e o espagador ocupam o sulco menor.

Figura 3.15 Pose dos ligantes relativa ao 1k9g, mostrando o modo de ligagdo misto verificado como
preferencial para o ligante 1 no DNA. O DNA estd representado com superficie.
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3.2.3.2 Ligante 2

Os valores de AE do ligante 2 apresentaram o mesmo padrdo para os
complexos no modo misto com as estruturas 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 2da8. O ligante 2

também intercala a por¢ao PBD em todos os casos.

A ordem decrescente dos valores de AE para o modo misto é 1k9g > 2rou >
2da8 > 1d67 > 1g3x (Figura 3.16). Assim, o modo misto mais favoravel envolve

intercalacdo entre GG e GC, assim como verificado anteriormente para o ligante 1.

A mesma dependéncia de sequéncia com o modo de ligacdo adotado foi
verificada. Os complexos com o modo de ligacdo misto para sequéncias contendo GG ou

GC (1k9g e 2rou) apresentaram os melhores escores.

40,0

1k9g 2rou
29,7
= 30,0 !
£
19,8
\ ’
= 200 2das8
2 11,5
w 10,0
< 1g3x  1d67
redocking =
-2,6
-10,0 -7,6
-20,0

Figura 3.16 Valores de AE para o ligante 2 nos DNAs estudados

A Figura 3.17 mostra o posicionamento do ligante 2 no DNA-receptor 1k9g. O
posicionamento relativo do ligante no DNA mostra a porcdo PBD intercalada, enquanto a

porgdo cumarina e o espagador ocupam o sulco menor.
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Figura 3.17 Pose dos ligantes relativa ao 1k9g, mostrando o modo de ligagcdo misto verificado como
preferencial para o ligante 2 no DNA. O DNA estd representado com superficie.

3.2.3.3 Ligante 3

Os valores de AE do ligante 3 (Figura 3.18) apresentaram o mesmo padrao dos
ligantes 1 e 2 para os complexos no modo misto (1k9g > 2rou > 2da8 > 1d67 > 1g3x).
Nestes complexos, o ligante 3 apresenta o posicionamento misto, com a por¢dao PBD

intercalada.

1k9g
40,0
— 33,8
)
£ 300 2rou  2da8
=
©
g 20,0 19,2
w
<

14,9
10,0
1g3x  1d67
redocking

L

100 .71

-20,0

Figura 3.18 Valores de AE para o ligante 3 nos DNAs estudados.
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Os complexos com o modo de ligagdo misto para sequéncias contendo GG ou

GC (1k9g e 2rou) também apresentaram os melhores escores com o ligante 3.

A Figura 3.19 mostra o posicionamento do ligante 3 no DNA 1k9g. O
posicionamento relativo do ligante no DNA mostra a por¢ao PBD intercalada, enquanto a

porgdo cumarina e o espagador ocupam o sulco menor.

Estes resultados estdao de acordo com o posicionamento obtido para as
porcées dos ligantes, onde o anel PBD atua como intercalador e a cumarina se acomoda

no sulco menor.

Ligante 3

Figura 3.19 Pose dos ligantes relativa ao 1k9g, mostrando o modo de ligagdo misto verificado como
preferencial para o ligante 3 no DNA. O DNA estd representado com superficie.

Tendo obtido os escores para os complexos com os ligantes inteiros e suas
porcGes isoladamente, é possivel verificar a contribuicdo de cada por¢do para o modo de

ligacdo obtido (Figura 3.20).
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Figura 3.20 Porcentagem de contribuigdo para os e

scores de cada porgdo dos ligantes hibridos.

A porcentagem da por¢ao PBD foi calculada a partir da diferenga entre o

escore dos ligantes inteiros e o escore dos anéis PBD sozinhos. Para a cumarina, a

porcentagem foi calculada da diferencga entre o escore do ligante inteiro e o escore das



CAPITULO 3. RESULTADOS E DISCUSSAO 79

estruturas PBD-espagadores. Em todos os casos, predomina a contribuicdo da
intercalagao da porgdao PBD, a qual varia de 70 a 83% do valor dos escores. A menor
contribuicdo para a maioria dos casos é da por¢ao cumarina. Portanto, a cumarina
juntamente ao espagador tém uma contribuicdo que varia 27 a 30%. Estes resultados
confirmam a preferéncia para a intercalacdo da por¢ao PBD para o modo de ligacdo misto

dos ligantes hibridos PBD-cumarina estudados.

Na estrutura 2rou, a por¢ao cumarina apresenta uma baixa contribuicdo para
os trés ligantes. Este resultado parece indicar que a cumarina possui também preferéncia
pela sequéncia de bases onde se liga no sulco menor, apresentando menor preferéncia
para repeticdes de GC no sulco menor, como ocorre em 2rou. No entanto, o
reconhecimento de bases no sulco pela por¢do cumarina ainda merece maior

investigacao.

3.2.4 Experimento 4.0 (controle): influéncia da por¢ao cumarina e da porgao

naftalimida em PBDs hibridas

Os ligantes utilizados no experimento 4.0 foram o ligante da estrutura 2ky7 e
o ligante 1. O ligante da estrutura 2ky7 também é uma PBD hibrida, constituida de uma
porcdao PBD, um espacador e uma porc¢ao naftalimida. Foi feita uma andlise semelhante a
descrita nos Experimentos 4.1, 4.2 e 4.3. Na estrutura resolvida por NMR disponivel no
Protein Data Bank (2ky7), o ligante hibrido apresenta a por¢do PBD no sulco menor e a
porcdo naftalimida intercalada entre AA. No redocking do ligante da 2ky7, obteve-se a
mesma pose do complexo original para o ligante (Figura 3.1a.3 do Anexo 3.1), mostrando
gue a porcdo PBD se posiciona no sulco, enquanto que a porc¢do naftalimida fica
intercalada. Este resultado pode parecer contraditorio com o encontrado nos
Experimentos 4.1, 4.2 e 4.3 em que a por¢cao PBD fica intercalada e a cumarina se
posiciona no sulco menor. Assim, a fim de avaliar como estas porcdes podem influenciar
o modo de ligagao das pirrolbenzodiazepinas quando conjugadas a elas, foram feitas
simula¢Ges criando dois ligantes “mutantes”. Especificamente, buscou-se verificar se a
porcdo PBD e o espacador do ligante 2ky7, ao se combinar com a cumarina, poderiam se

comportar como do ligante 1 estudado neste trabalho e se, por sua vez, a por¢do PBD e o
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espagador do ligante 1 poderia mudar seu comportamento quando combinado com a
naftalimida do ligante 2ky7. A descricdo desta etapa esta descrita a seguir. Assim, o
primeiro teste desta série (4.0) foi feito para avaliar o comportamento de PBDs hibridas
com duas composi¢des distintas e serviu de comparagdao para os resultados com as

porcdes funcionais dos ligantes 1, 2 e 3.

O mutante A foi construido adicionando a por¢ao cumarina ao ligante da
2ky7 (Figura 3.21) e o mutante B, tem a por¢ao naftalimida adicionada ao ligante 1

estudado neste trabalho (Figura 3.22).

&

Ligante da estrutura 2ky7 Ligante 1
cumarina
PBD-espagador 2ky7 1

Ligante 2ky7-cumarina

Figura 3.21 Ligante mutante A modelado para o experimento controle 4.0: por¢dao PBD-espacador da
estrutura do ligante 2ky7 unida a por¢do cumarina do ligante 1 do conjunto estudado.
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Ligante da estrutura 2ky7 Ligante 1

| |

naftalimida
l PBD-espagador 1

Ligante 1-naftalimida

Figura 3.22 Ligante mutante B modelado para o experimento controle 4.0: por¢do PBD-espagador do
ligante 1 unida a por¢do naftalimida do ligante 2ky7.

Foram feitas as simulagdes com os ligantes mutantes A e B (Figura 3.21 e
Figura 3.22, respectivamente). Os resultados do estudo de docking para estes ligantes
mutantes estdo relatados a seguir. O posicionamento obtido com este experimento esta

apresentado na Figura 3.23.

- Complexo com o mutante A: No primeiro caso, com o mutante A, foram obtidas
apenas solucdes em que a por¢cdao PBD estd posicionada no sulco menor e a naftalimida

esta intercalada (Figura 3.23A). O escore médio destas solugdes é de 82,5 kcal/mol.

- Complexo com o mutante B: Para o segundo caso, com o ligante 2ky7 adicionado
com a cumarina, foram obtidas solu¢des com a cumarina intercalada (Figura 3.23B) em

gue o escore médio obtido é de 73,7 kcal/mol.
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Os escores obtidos nestes testes indicam a cumarina como a por¢gao com
menor potencial para intercalar. Isto explica o fato da por¢cdo PBD se apresentar
intercalada quando conjugada com a cumarina, mas nao quando conjugada aos anéis da

naftalimida.

O experimento também envolveu simula¢cdes de docking com as estruturas
das porgdes funcionais do ligante 2ky7, a PBD e a naftalimida, contendo apenas o
espacador desta estrutura. Portanto, as simulacdes de docking foram feitas
primeiramente com a por¢ao PBD mais o espacador e com a porg¢ao naftalimida mais o
espacador do ligante 2ky7. Os resultados sdo descritos a seguir e apresentados no Anexo

3.8

- Complexo com PBD-espacador da 2ky7: As interacdes e o posicionamento
obtidos com esta estrutura estdo apresentados na Tabela 3.8a.1 e na Figura 3.8a.1 do
Anexo 3.8. Foi obtida a intercalacdo da porcdo PBD e a ocupacdo do sulco menor pelo
espacador da molécula. Este comportamento é semelhante ao resultado obtido para a

porcao PBD com os espagadores do ligante do presente estudo.

- Complexo com a naftalimida-espagador da 2ky7: As interagdes e o
posicionamento obtidos com esta estrutura estdo apresentados na Tabela 3.8a.2 e na
Figura 3.8a.2 do Anexo 3.8. Neste caso, a porcdo intercalada é a naftalimida. O espacador
ocupa o sulco menor também neste complexo. Este comportamento é semelhante ao
resultado obtido para a por¢do cumarina com os espacadores do ligante do presente

estudo.

Estes resultados sdo interessantes, pois mostram que a natureza da outra
porcdo funcional contribui na definicdo do posicionamento de ligantes PBDs hibridos e
gue a porg¢do cumarina é um intercalador menos favordvel do que a naftalimida, sendo
necessario investigar o modo de ligacdo de PBDs hibridas com diferentes composicoes.
Assim, os resultados deste experimento corroboram os resultados obtidos nos

experimentos de docking feitos com os ligante 1, 2 e 3.
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Figura 3.23 Complexo com o ligante mutante A, no qual a por¢do PBD estd intercalada entre bases AA do
DNA, de modo semelhante ao obtido no experimento 2 para os ligantes 1, 2 e 3 que também possuem a
porgdo cumarina. (B) Complexo com o ligante mutante B, no qual a porgdo naftalimida intercala entre as
bases AA do DNA, de modo semelhante ao ligante da estrutura 2ky7.

3.2.5 Experimento 5.0: controle da preferéncia de sequéncia

Os Experimentos 4.1 e 4.3, feitos com os DNA-receptores 1g3x, 1d67, 1k9g,
2rou e 2da8 permitiram a ocorréncia de uma intercalacdo entre as bases e a ocupacgao do
sulco menor, caracterizando um modo de ligacdo misto. Este experimento fez uso de
estrutura de DNA-intercaladores com diferentes sequéncias; portanto, utilizou-se um

controle para comparacao dos resultados de preferéncia de sequéncia. Para isso, o

Figura 3.24 Esquema da estrutura 3D da daunomicina extraida do Protein Data Bank sob cddigo 427d.
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composto daunomicina (Figura 3.24), um antibidtico da familia das antraciclinas, foi

utilizado.

Este composto é um ligante intercalador (Schuerman e Van Meervelt, 2000).
Remeta et al., 1993 e Chaires et al., 1982 avaliam a ligagdao deste composto em DNA com
diferentes sequéncias de nucleotideos com uma intercalacdo preferencial em bases GG.
As sequéncias de nucleotideos na intercalagdo utilizadas no presente trabalho também
estdo presentes no referido estudo (AA, AT, AC, GC e GG). O escore do redocking das

estruturas esta apresentado na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 AE para daunomicina nos DNAs intercaladores (kcal/mol)

Codigo PDB Entre as bases Sequéncia 5’ > 3’ AE
1g3x AA CGCGAATTCGCG -19,1
1d67 AC TGATCA 2,1
2da8 AT GATATC 2,8
1k9g GG CCTCGG 29,7
2rou GC GCGCGG 26,5

O valor de comparagado entre o escore de redocking e de docking em cada
estrutura, denominado delta escore (AE), foi utilizado. Como descrito no capitulo
anterior, valores de AE negativos representam escores abaixo do valor do redocking. Os
valores de AE para os complexos com a daunomicina podem ser visualizados no grafico de
barras apresentado na Figura 3.25. As intera¢des das estruturas de DNA com a
daunomicina estdo apresentadas nas Tabelas 3.9a.1 a 3.9a.5 e Figuras 3.9a.1 a 3.9a.5 do

Anexo 3.9.

Nos complexos obtidos para daunomicina, verificou-se que, na estrutura em
gue a intercalacdo acontece entre duas adeninas adjacentes, ou seja, AA (1g3x), o valor
de escore é menor do que o escore do redocking. Por outro lado, para as sequéncias
contendo guanina, como GG e GC (1k9g e 2rou), foram obtidos os maiores AE para

daunomicina, sendo ainda ligeiramente maior para GG.
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1k9g 2rou

40
30 29,7 26,5

20
1g3x 1d67 2da8

10
21 2,8
redocking el —

-10

AE (kcal/mol)

-19,1

Figura 3.25 Valores de AE para a daunomicina no modo intercalado. Os nucleotideos entre os quais o
ligante intercala estd indicado no topo de cada barra.

Na literatura, a daunomicina é descrita por intercalar entre sequéncias
contendo guaninas, com preferéncia para DNA contendo estas bases na mesma fita
(Chaires, Dattagupta e Crothers, 1982; Remeta et al., 1993). Este resultado mostra que as
simulacGes realizadas nesta etapa também permitem reproduzir a preferéncia de

sequéncia verificada nos resultados experimentais citados.

3.3 CONSIDERAGCOES SOBRE OS EXPERIMENTOS E COMPARAGCAO COM OS DADOS NA
LITERATURA

3.3.1 Modo de ligagao

Os experimentos in silico realizados neste trabalho permitem explicar o modo
como os ligante PBD-cumarina formam complexos com DNA. Com base nos resultados
apresentados, é possivel sugerir que o modo preferencial de ligacdo adotado pelos
ligantes hibridos 1, 2 e 3 é o0 modo misto (Figura 3.26). Este modo é caracterizado pela
intercalacdo de uma parte da estrutura do ligante, geralmente contendo anéis
fusionados, entre as bases do DNA e pela ocupacdo do sulco menor por outra parte do
ligante. A regido da dupla hélice onde ocorre a intercalagdo sofre distor¢cdo para

distanciar os degraus de bases nitrogenadas adjacentes durante a acomodacdo do
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ligante. No caso dos ligantes estudados, o modo misto significa que a por¢ao PBD fica
intercalada enquanto que a cadeia espacadora e a cumarina ocupam o sulco menor.
Nesse caso, a pergunta que surge é se possivel esperar que apds a formagdo do complexo
a porg¢ao PBD pode sofrer alquilagdo com uma base guanina. Na Sec¢do 3.3.2 esta questao

é analisada.

Ligante 1 Ligante 2 Ligante 3

Figura 3.26 Pose dos ligantes relativa ao 1k9g, mostrando o modo de ligagdo misto verificado como
preferencial para as PBDs hibridas 1, 2 e 3 no DNA. O DNA esta representado com superficie.

3.3.2 Mecanismo de ligacdo

O campo de estudos de PBDs hibridas é recente e tem havido relatos de
modos de ligacdo distintos para hibridos com diferentes grupos, tal como a ligacdo ao
sulco menor apenas para PBDs conjugadas com quinazolina (Kamal et al., 2010) ou a
ligacdo no modo misto para PBDs conjugadas com naftalimida (Rettig et al., 2010). A este
tipo de PBDs tem sido atribuida a formacdo de adutos no sulco menor, formados a partir
da ligacdo covalente com a guanina. No caso da estrutura tridimensional de 2ky7,
observa-se a porcdo naftalimida intercalada e a cadeia espacadora e a porcdo PBD
ocupando o sulco menor. Os experimentos in silico realizados neste trabalho com esta
mesma estrutura, permitiram recriar a estrutura original, tanto quando o objetivo foi
obter o complexo como quando o objetivo era obter o aduto, conforme descrito no
Anexo 3.1, Secdo 3.1a.3 e apresentado na Figura 3.27. Na figura observa-se que as poses
sdo equivalentes. Este fato permite sugerir que primeiro se formaria o complexo e depois

o aduto.
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naftalimida

complexo

l—> PBD: aduto

guanina sulco

ligacao covalente

Figura 3.27 Comparagdo das poses da PBD-naftalimida obtidas por calculos de docking para a formagdo de
complexo e de aduto, mostrando a guanina onde ocorre a alquilagdo e consequente formagdo da ligagdo
covalente guanina-PBD.

No caso dos ligantes 1, 2 e 3, é possivel supor que possa ocorrer um
mecanismo similar, em que os ligantes se acomodem formando os complexos e
posteriormente, formem-se os adutos. Nesse caso, os estudos sugerem que a PBD ficaria
intercalada, com uma posterior formacdo de aduto com uma guanina. Os resultados

foram mais favoraveis, no casos dos complexos, para a intercalacdo com as guaninas.

A formacdo de adutos com o DNA ndo é um mecanismo exclusivo da ligacdo
ao sulco menor, mas pode ocorrer por meio da intercalagdo entre bases; de fato, a
naftalimida é uma por¢do que tem sido relatada como intercaladora do DNA associada a
formagdo de adutos no sulco. Davey et al. (2010) relatam a obtengdo de complexos com
este composto intercalando no DNA e sugerem a facilitacdo da alquilacdo por meio deste

modo de ligacdo. Estes relatos mostram que a sugestao da formacao do aduto ndo é
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suficiente para predizer o modo de ligagao (ligagcdao ao sulco ou intercalagao), visto que

também é possivel que ele seja associado ao modo intercalado.

Somado a isso, novos modos de ligagdo tém sido descritos para PBDs hibridas,
com a possibilidade do composto se ligar ao DNA com uma porgdo intercalada e outra
porcdo acomodada no sulco menor (Gerratana, 2010). A formacdo de adutos com o DNA
também envolve intercalagdo entre bases de guanina para acridinas hibridas; neste caso,
a ligacdo ao DNA envolve uma etapa inicial rapida, na qual o composto intercala entre as
bases, permitindo a forma¢dao do aduto (Choudhury & Bierbach, 2010). Este mesmo

processo poderia ocorrer com os ligantes 1, 2 e 3.

Wells e colaboradores (2008), que estudaram os ligantes 1, 2 e 3, supéem que
a por¢do PBD ocupa o sulco menor, como no caso da antramicina. Utilizam para essa
conclusdo, além do conhecimento da estrutura do aduto DNA-antramicina, a medida do
AT,, como parametro para descrever a interacdo DNA-ligantes, pois permite verificar se
os ligantes sdo capazes de estabilizar a dupla hélice, conforme descrito na Secdo 1.3. No
entanto, apenas o perfil de temperatura de desnaturagdao ndao é um parametro suficiente
para identificar o modo de liga¢do. Xiao et al. (2001) relatam valores entre 0,5°C e 6,0°C
para compostos intercaladores em CT-DNA, os quais sdo valores de mesma ordem

daqueles descritos para os hibridos PBD-cumarina (Wells et al., 2008).

Estudos para identificar modos de ligacdo no DNA geralmente envolvem
testes mais especificos, tais como medidas de viscosidade ou dicroismo circular
(Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Seng et al.,, 2008, Seng et al., 2010). Portanto,
considerando as possiveis aplicagcbes terapéuticas e tecnoldgicas, é importante elucidar o
mecanismo de ligacdo destes compostos, uma vez que apresentam efeito sobre a T, do
DNA. E neste sentido que os resultados aqui apresentados podem ajudar a esclarecer o

modo como os compostos interagem com o DNA.

Entre as estruturas em que o modo misto foi verificado, os complexos com
1k9g e 2rou se mostraram mais favoraveis e suas sequéncias contém guanina e citosina

no ponto de intercalagdo. Assim, os resultados obtidos permitem sugerir formacao dos
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complexos em que os ligantes se posicionam com a porcdao PBD intercalada entre as
bases, a por¢do cumarina ocupa o sulco menor e o espacador muda seus angulos de
tor¢ao (conformagdo) de modo a ajusta-lo ao sulco, em sequéncias contendo repeti¢bes

de guanina e citosina.

A convergéncia entre os resultados obtidos em cada etapa colabora para o
modelo proposto. As simulagdes com as porc¢des funcionais mostraram que a PBD é
melhor intercalador que a cumarina presente nos ligantes e os resultados com suas
estruturas completas estdo de acordo com este modelo. Dos trés anéis da porgao PBD,
apenas o anel A é planar. A intercalacdo de compostos contendo anéis ndo planares é
possivel e ja foi descrita na literatura, tal como o mecanismo envolvido na ligacdo do
complexo metdlico de polipiridil-Ru(ll) (Xiong et al, 1999). Mesmo assim, interacdes 1

foram verificadas com o anel A e com as bases de guanina.

3.3.3 Estabilizacdo da dupla hélice e preferéncia de sequéncia.

Os trés ligantes foram investigados quanto a capacidade de inibir o
crescimento de células tumorais (Wells et al., 2008). O ligante 1 foi descrito como o mais
ativo e o ligante 3 como o menos ativo entre eles. Os valores de temperatura de fusdo
medidos com 1, 2 e 3 por Wells e colaboradores (2008) apresentam um comportamento
similar aos de PBDs ndo-covalentes apresentados por Antonow e colaboradores (2007) e
de outras compostos intercaladores (Xiong et al, 1999). A porcdo PBD destes compostos é
derivada do ligante DC-81 (Tabela 1.1) que apresenta menor capacidade de estabilizar a
dupla hélice que os hibridos estudados. Os resultados para a por¢dao cumarinica sozinha
também indicam uma ligacdo de menor afinidade pelo DNA. Portanto, assim como
sugerem os autores (Wells et al., 2008), os ligantes inteiros (1, 2 e 3) mostraram-se

melhores do que as por¢des funcionais separadamente.

Os modelos com melhor correlagdo com o perfil de desnaturacdo térmica
foram obtidos com a estrutura 2rou. Neste DNA, o complexo mais favoravel foi para o
ligante 1, seguido de 2 e 3. Apesar de os autores ndo elucidarem a sequéncia em que os

compostos sdo incubados, pode-se sugerir que a ligacdo dos mesmos ocorra em uma
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repeticdo de GC nos experimentos realizados por Wells e colaboradores (2008). Também
é possivel sugerir que um comportamento diferente poderia ser obtido na presenca de
diferentes segmentos com diferentes sequéncias, com o ligante 3 apresentando melhores
resultados em repeticbes de guanina (1k9g). Este resultado pode ser util para o

planejamento de nucleotideos carregadores de farmacos ou de marcadores moleculares.

No presente trabalho foi possivel obter estruturas de complexos DNA-
ligantes, indicando que o mecanismo envolvido das atividades destes compostos seja
ligacdo ao DNA. Adicionalmente, o estudo de docking e a visualizagdgo molecular
forneceram bases para descricdo dos complexos e para sugerir um modo de ligacdo que

explica os dados de AT, experimentais.



CAPITULO 4

Conclusoes
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Este capitulo reune as conclusdes obtidas com os experimentos in silico

realizados neste trabalho.

Os compostos 1, 2 e 3 estudados sao hibridos que possuem uma porc¢ao
pirrolbenzodiazepina (PBD) e uma porgcao 7-dietil-aminocumarina ligadas por um
espacador, cujo tamanho é variavel. O interesse em estudar estas PBDs surgiu porque ha
experimentos que mostram que tais compostos podem se ligar ao DNA e apresentar
atividade antitumoral em linhagens de tumor de ovario e melanoma com potenciais
aplicagbes terapéuticas. As PBDs hibridas com cumarinas apresentam fluorescéncia
guando absorvem luz visivel, o que pode ser explorado para marcacdo do DNA. Os
estudos de PBDs hibridas sdao recentes em comparacdao com aqueles relativos aos

compostos de estrutura simples (ndo hibridos).

A fim de contribuir com a descricao estrutural de complexos de PBD-DNA
foram considerados trés compostos com a constituicdo PBD-cadeia espacadora-cumarina,
para os quais foi feita a modelagem de forma a obter sua estrutura tridimensional e a
avaliagdo do modo de ligacdo ao DNA. Também se avaliou a contribuicdo de cada por¢ao
para o modo de ligacdo verificado e foi possivel propor um mecanismo para a ligacao

destes compostos no DNA. O relato das conclusdes inicia-se pelo modo de ligacao.
4.1 MODO DE LIGAGAO

Nos primeiros experimentos deste trabalho foram feitos testes em
estruturas de DNA de mesma sequéncia de nucleotideos para dois modos de ligacdo
individualmente: sulco menor e intercalado. Os resultados dessas simulacdes ndo
permitiram distinguir entre a intercalacdo ou a ligacdo ao sulco. Considerando que
compostos quimicos podem apresentar outros modos de ligacdo no DNA, avaliou-se a
formacao de complexos com outras estruturas de DNA que permitissem este estudo.
Entre estes modos estd a bis-intercalacdo, a qual foi avaliada no Experimento 2; no
entanto, a intercalagdo concomitante em duas regides do DNA também se mostrou um

modo de ligagdo improvavel para os compostos estudados.
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No Experimento 3, foi avaliada a possibilidade de ligagdo ao sulco menor com
uma intercalacdo simultanea, o modo de ligagdo misto. Em todos os casos, o modo de
ligacdo misto se mostrou mais favoravel do que a intercalagao, a ligagdao ao sulco menor e
a bis-intercalagdo (Figura 4.1). Portanto, propde-se a ligagdo no modo misto para os

ligante 1,2 e 3.

1k9g 2rou

Figura 4.1 Modo de ligacdo misto sugerido para os ligantes estudados.

4.2 CONTRIBUICAO DA COMPOSICAO DO LIGANTE PARA O MODO DE LIGAGAO.

No Experimento 4.0, a por¢ao cumarina do ligante 1 foi substituida pela
por¢dao naftalimida do ligante da estrutura 2ky7 para avaliar a influéncia da porgao
funcional com a qual a PBD esta conjugada. O contrdrio também foi feito. Os resultados
apontaram diferenga entre o modo de ligagao adotado por PBDs conjugadas a porgao
cumarina e a porg¢ao naftalimida. Este resultado pode ser explicado pelas preferéncias
pela intercalagdo das porg¢des conjugadas. A porcdo naftalimida se mostrou um melhor
intercalador que a cumarina estudada, o que explica o fato da porcdo PBD ocupar o sulco
quando conjugada com a naftalimida e ndo com a cumarina (ligantes 1, 2 e 3). Os

resultados do estudos mostraram que a preferéncia de intercalagao é

naftalimida > PBD > cumarina
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sendo a cumarina a porgdao menos favoravel entre as trés. Tal preferéncia pode ser
atribuida a presenca de elétrons m delocalizados nessa mesma ordem. Este resultado esta

esquematizado na Figura 4.2.

W e

espagador espagador

PBD
naftalimida

cumarina

Figura 4.2 Modo de ligacdo adotado por PBDs hibridas com as por¢Ges naftalimida e cumarina.

Para avaliar a contribuicdo das porcdes PBD, espacador e cumarina que
formam os ligantes 1, 2 e 3, foram feitos os Experimentos 4.1, 4.2 e 4.3. Neles, foi possivel
verificar que a porcdao PBD unida aos espacadores dos ligantes apresenta melhor
intercalacdo entre bases do que a por¢cdo cumarina. Isto se reflete no posicionamento dos

ligantes inteiros, aonde a contribuicdo da porc¢do PBD chega a 83%.
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4.3 INFLUENCIA DA SEQUENCIA

Os Experimentos 4.1 e 4.3 foram feitos com estruturas de diferentes
sequéncias. Pode-se verificar a seguinte preferéncia de sequéncias para a porgao PBD
intercaladora: GG > GC > AT > AA. A preferéncia de sequéncia para a por¢ao cumarina
ligada ao sulco parece ser por purinas, pois tanto em 1k9g quanto em 2rou ha interacdes

com guanina e adenina.
4.4 MECANISMO DE LIGAGAO

Tendo verificado o modo de ligacdo para os compostos como sendo o misto,
avaliou-se se seria possivel sugerir a formacdo do aduto neste modo de ligacdo. Os
resultados indicaram que a formacgao do aduto nao altera o posicionamento obtido para o

ligante e poderiam ocorrer apds a formacdao do complexo.

Reunindo os resultados aqui apresentados, é possivel sugerir um mecanismo
de ligagdo envolvendo o modo misto, no qual a PBD intercala preferencialmente entre
bases GG e a cumarina e o espagador ocupam o sulco menor, assim como mostrado em
cada etapa dos experimentos descritos. Os compostos dessa familia s3o capazes de
formar adutos com o DNA. Como discutido no capitulo anterior, a formacdo de adutos
com o DNA n3o é um mecanismo associado apenas a ligacdao ao sulco menor, mas pode
ocorrer por meio da intercalacdo entre bases. Deste modo, similarmente ao que acontece
com outros compostos, pode-se sugerir que a formag¢ao de um complexo no modo misto
seja uma etapa prévia a formacdo do aduto, com a intercalacdo da porgcdo PBD dos
ligantes facilitando a aproximagado necessdria para a formacgao da ligacdo com a guanina.
O ligante 1 foi aquele que ficou mais proximo dos anéis das guaninas na intercalacdo GG
(Figura 4.3) e pode ser correlacionado com melhor atividade bioldgica publicada na

literatura.
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Figura 4.3 Distancia (A) dos anéis PBD e dos anéis das guaninas na regido de intercalagio com o DNA 1k9g.

4.5 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos e apresentados neste trabalho permitiram descrever
complexos entre ligantes hibridos cumarina-PBD quanto ao modo de liga¢ao e interagdes.
Este tipo de informagao é essencial para o melhoramento de ligantes candidatos a
farmacos e o planejamento de aplicacdes tecnoldgicas. E possivel explorar a estrutura do
espacador e de substituintes na cumarina a fim de possibilitar interagcdes estratégicas

com as bases e os acucares do DNA.

Foi verificada preferéncia por sequéncia e contribuicdes diferentes para cada
porcdo funcional dos ligantes. O estudo fornece base para o planejamento de ligantes
PBD-cumarina e de outras PBDs conjugadas, permitindo entender o papel de cada uma
dessas porcoes funcionais. Com a possibilidade de modelar sequéncias de DNA e com a
modelagem de pequenas moléculas, diferentes grupos na cadeia espacadora podem ser
explorados. Assim, o tipo de estudo aqui apresentado pode guiar o desenho de novos

compostos.
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Nesta secdo estdo descritos os resultados de redocking. Como mencionado no
Capitulo 2, o processo de redocking é aquele onde o pesquisador determina os
parametros necessarios para reconstruir o complexo selecionado do Protein Data Bank.
Além disso, os escores de redocking permitirdo observar se os ligantes a serem testados
se acomodarao no sitio receptor da mesma forma que o ligante original, melhor ou pior.
Também servird para guiar os experimentos realizados com os ligantes 1, 2 e 3 descritos

no Capitulo 3 e permitird uma comparag¢do com os diversos DNA-receptores.

3.1a.1 Redocking em 1vzk e 1g3x — sulco menor ou intercalagao

Os receptores dos complexos 1vzk e 1g3x apresentam a mesma sequéncia, mas
acomodam diferentes ligantes. Em 1vzk o ligante se acomoda no sulco menor, enquanto

gue em 1g3x, o ligante fica intercalado.

A Tabela 3.1a.1 apresenta o escore do redocking para 1vzk e 1g3x. A Figura 3.1a.1
permite verificar a sobreposicdo do ligante cristalografico e da pose' obtida com o

redocking.

1vzk - ligante no sulco menor 1g3x - ligante intercalado

Figura 3.1a.1 Sobreposicdo dos ligantes cristalograficos de 1vzk e 1g3x com as respectivas
solugdes calculadas no redocking.

Tabela 3.1a.1 Escores do redocking para 1vzk e 1g3x (kcal/mol)

Cddigo PDB Sequéncia5’ > 3’ Escore do redocking
1vzk CGCGAATTCGCG 75,6
1g3x CGCGAATTCGCG 80,1

! Pose, orientagcdo de um ligante em relagdo a um dado receptor, com uma dada conformacgédo (Perola et al., 2002).
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3.1a.2 Redocking em 2da8 - modo bisintercalado

A sobreposicdo da pose obtida com o redocking e a orientacdo do ligante original

esta apresentada na Figura 3.1a.2. O escore do redocking obtido foi 123,33 kcal/mol.

Figura 3.1a.2 Sobreposi¢do da pose obtida com redocking e da pose do ligante original da 2da8.

O complexo original péde ser reproduzido neste experimento. Assim, procedeu-se o

estudo da bis-intercalagdo com os ligantes 1, 2 e 3.

3.1a.3 Redocking na 2ky7 — modo de liga¢do misto (aduto ou complexo)

Os resultados de redocking para formagdo de aduto e de complexo estdo
comparados a seguir. A Tabela 3.1a.2 apresenta os escores do redocking para o aduto e o
complexo. A Figura 3.1a.3 mostra a sobreposicdo da pose obtida com o redocking e a
orientacdo do ligante original, nos dois casos, e a sobreposicdo das poses obtidas para o

aduto e o complexo.

Tabela 3.1a.2 Escores do redocking para a formacdo de aduto e de complexo na 2ky7 (kcal/mol)

Sequéncia 5’ > 3’ Teste Escore do redocking
aduto 93,33
AACAATTGTT complexo 95,23

Verificou-se que, para o ligante original, a aplicacdo de constrain para formacdo do aduto
resultou em pose semelhante a formacdo do complexo. Os escores (Tabela 3.1a.2)
também foram semelhantes nos dois testes. Isto mostra que as duas condi¢Oes
permitiram reconstruir o complexo da 2ky7. Sendo assim, o experimento foi feito com os

ligantes 1, 2 e 3.
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(A) Redocking — aduto (B) Redocking — complexo (C) Sopreposigdo: aduto e complexo

Figura 3.1a.3 Sobreposi¢Ges dos resultados do redocking em 2ky7. (A) Ligante original e pose do aduto; (B)
ligante origina e pose do complexo; e (C) poses do aduto e do complexo.

3.1a.4 Redocking em 1d67, 1k9g e 2rou

Foi possivel reproduzir a pose dos ligantes presentes nos complexos DNA-ligantes
do banco de dados Protein Data Bank. Os escores do redocking para as estruturas 1d67,
1k9g, 2rou e 2da8 estdo apresentados na Tabela 3.1a.3. Os valores para 1g3x e 2da8
estdo novamente apresentados para comparagdo. As poses geradas no redocking estdo

apresentadas na Figura 3.1a.4 em sobreposicdo a estrutura inicial do ligante.

Tabela 3.1a.3 Escores do redocking para os DNAs utilizados como alvo no estudo (kcal/mol)

Cédigo PDB Entre as bases Sequéncia 5’ - 3’ Escore do redocking
1g3x AA CGCGAATTCGCG 80,1
1d67 AC TGATCA 73,5
1k9g GG CCTCGG 43,2
2rou GC GCGCGG 41,6
2da8 AT GATATC 123,33

O redocking foi considerado na comparacdo com os escores para os diversos calculos
realizados com diferentes estruturas de DNA. Para isso, o valor AE foi calculado para cada
solucdo selecionada dos testes segundo o que foi descrito na Se¢do 2.7 do capitulo

anterior.
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1d67 1k9g 2rou

Figura 3.1a.4 Sobreposicdo dos ligantes originais dos complexos 1d67, 1k9g e 2rou com as respectivas
solugdes selecionadas do redocking.
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Nesta secao estdo descritos os resultados do Experimento 1, descrito no Capitulo 3, Se¢ao
3.1.1, para a avaliagao dos modos de ligagao ao DNA-receptor.

Ligante 1

3.2a.1 Receptor 1vzk - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.2a.1 Interagdes do ligante 1 em 1vzk

Nucleotideo/dtomo  Distancia Atomo Nucleotideo/dtomo Distancia Atomo ligante
(A) ligante (A)
c21/04’ 3,17 Clia Al17/H 2,26 o1'
c21/04’ 2,17 H11A Cc11/04’ 2,71 cMm1!
A6/N3 2,62 N10 A18/01P 3,21 cm2'

A6/H 2,45 N10 T8/02 3,07 N15
T7/04° 2,65 N10 T8/02 2,05 HN15
c21/c4’ 3,27 N4 A17/03’ 2,41 HM23'
C21/H 2,32 N4 A18/01P 2,59 HM23'
T20/C4’ 3,17 0oc7 c11/04’ 2,39 HM11'
T20/H 2,09 0oc7 Cc11/04’ 2,30 HM12'
A6/04’ 2,50 HC11 T19/02 2,71 H132
T8/04’ 3,22 C13 T8/04’ 2,35 H131
Al7/C2 2,77 oc2' H1’/T20 3,24 Centrdide do anel A
A17/H 1,95 oc2' H1’/C9 2,79 Centrdide 01’-C9’
A18/N3 2,20 oc2' H4’/A18 2,84 Centréide C5’-C10’
Al7/C2 2,93 o1'

Figura 3.2a.1 Ligante 1 no sulco menor do DNA 1vzk.
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3.2a.2 Receptor 1g3x - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.2a.2 Interagdes do ligante 1 em 1g3x

Nucleotideo/4dtomo Distancia (A) Atomo ligante
A5/N6 2,37 (0]6)
A5/H61 2,54 (0]6)
A5/H62 2,44 (0]6)
A5/N7 3,11 c3
A5/N7 2,44 H32
T20/04’ 3,21 C13
c21/c4 2,93 oc2'
c21/cr’ 2,98 oc2'
C21/H4’ 2,61 oc2'
C21/HY’ 2,70 oc2'
C21/HY’ 2,67 o1
G22/04’ 3,12 cs'
A5/04’ 2,76 H5'
G22/04 2,15 H8'
c23/04 2,50 H721'
T20/04’ 2,45 H131
T20/04’ 2,73 H121
A6/Centrdide N1-C 4,03 Centrdide anel A
A5/Centréide N1-C 3,05 N10
A5/Centréide C4-N9 2,84 HC11
02/c21 2,82 Centréide 01’-C9’
H22/G4 2,14 Centréide C5’-C10’

Figura 3.2a.2 Ligante 1 no DNA-receptor 1g3x.
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Ligante 2

3.2a.3 Receptor 1vzk - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.1.2.1a Interagdes do ligante 2 em 1vzk

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
c21/04 3,17 Clla
c21/04 2,17 H11A

A6/H 2,45 N10
c21/c4 3,27 N4

C21/H 2,32 N4
A6/04’ 2,50 HC11
Al17/C2 2,77 oc2'
Al17/H 1,95 oc2'
Al17/C2 2,93 o1
Al17/H 2,26 o1
ci1/o04 2,71 cm1'
T19/C4’ 3,18 0OC16
T19/H 2,25 0C16
T8/02 3,07 N15

T8/H 2,60 N15
T8/02 2,05 HN15
A17/03 2,41 HM23'
Ccii/o4 2,39 HM11'
Ccii/o4 2,30 HM12'
T8/04 2,35 H131
T20/H4’ 2,88 Centréide anel A
C9/HY1’ 2,79 Centroide 01’-C9’
A18/H4’ 2,84 Centroide C5’-C10’

Figura 3.2a.3 Ligante 2 no sulco menor do DNA-receptor 1vzk.



ANEXO 3.2 EXPERIMENTO 1: LIGAGAO NO SULCO OU NO MODO INTERCALADO

111

3.2a.4 Receptor 1g3x - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.1.2.2a Interag8es do ligante 2 em 1g3x

Nucleotideo/4dtomo Distancia (A) Atomo ligante
A5/N6 2,67 0C5
A5/N3 3,23 C12
A5/N3 2,24 H122

T20/04’ 3,05 (@Y
T20/04’ 2,59 HM3
T20/04’ 2,61 HM2
Cc9/04’ 3,08 C5'
C9/02 3,14 ce'
A18/H5’1 2,77 N7'
c9/04’ 2,45 H4'
c9/04’ 2,41 H5'
C9/02 2,38 H5'
C9/02 2,52 H6'
T19/02 2,52 H172
T7/02 2,71 H182
T8/04’ 2,50 H201

A5/centroide C4-N9 2,66 N10

A5/centroide N1-C6 3,50 Centroide anel A

A6/centroide N1-C6 3,86 Centroide anel A

C21

Figura 3.2a.4 Ligante 2 no DNA-receptor 1g3x.
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Ligante 3

3.2a.5 Receptor 1vzk - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.2a.5 Interagdes do ligante 3 em 1vzk

Nucleotideo/atomo D|sta:nC|a Atomo ligante Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo
(A) ligante
T8/02 2,67 HC9 c21/04’ 3,08 N15
co/c4 2,97 0C8 c21/04’ 2,15 HN15
C9/H 2,57 0C8 G22/N3 2,61 HM12'
co/c4 3,13 0C7 Cc23/04’ 2,71 HM12'
/C9/H 2,05 0C7 G22/04’ 2,28 HM13'
A17/N3 2,70 HC11 T19/02 2,29 H181
T19/04’ 2,31 H122 T20/04’ 2,18 H181
T7/02 3,02 N17 T19/02 2,55 H182
T8/04’ 3,18 N17 T20/02 2,49 H201
T20/04’ 3,21 C18 T7/04’ 2,60 H202
G22/H 2,46 o1' T19/C1’ 3,02 0C14
A5/N3 2,40 H5' T19/H 2,05 0C14
G22/04’ 3,15 cm1' T20/C5’ 2,98 0C14
G22/N3 3,21 cm1' T20/H 2,01 0C14
T7/C5’ 2,87 0C16 T7/02 2,45 HN17
T7/M 2,39 0C16 T8/04’ 2,31 HN17
T19/H 2,05 0C14

Figura 3.2a.5 Ligante 3 ligado no DNA-receptor 1vzk.
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3.2a.6 Receptor 1g3x - CGCGAATTCGCG

Tabela 3.2a.6 Interagdes do ligante 3 em 1g3x

Nucleotideo/dtomo DISEZ?CIa 'l?;g:lz Nucleotideo/dtomo Dlst'a&r;aa Atomo ligante
A6/N7 2.9425 C1 C11/04’ 2.80599 cm1'
A6/N7 2.27769 H11 A17/03’ 3.03819 cm2'

T19/H2’2 3.11604 CM A18/01P 3.25446 cm2'
T20/04’ 3.29139 CM T8/02 2.49238 HN15
T20/04’ 2.38973 HM1 A17/03’ 2.21427 HM22'
T19/02 2.93458 N17 A18/01P 2.65403 HM23'
G10/01pP 2.54026 oc2' Cc11/04’ 2.44155 H712
G10/H 2.1256 oc2' Cci11/04’ 2.77788 HM12'
G10/c5’ 3.12602 o1' C11/04’ 2.31819 HM13'
G10/H5’1 2.07732 o1' T69/02 2.63873 HN17
A18/04’ 2.86527 C5' A6/Centroide N1-C6 4,43 Centroide anel A
A17/N3 2.6839 ce' A6/Centroide N1-C6 2,88 H11A
A18/04’ 3.25922 ce' A6/Centroide C4-N9 2,82 H11A
A18/04’ 2.57268 H5' A5/Centroide C4-N9 2,50 HC11
A17/N3 2.23655 H6' T20/Centroide N1-C6 2,41 HM1
C11/04’ 3.05548 c71' T19/Centroide N1-C6 2,92 0ocC7

Figura 3.2a.6 Ligante 3 no DNA-receptor 1g3x.
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Nesta se¢do estdo descritos os resultados do Experimento 2, descrito no Capitulo

3, Secdo 3.1.2, para a avaliacdo do modos de ligacao bis-intercalado ao DNA-receptor.

LIGANTE 1

Tabela 3.3a.1 InteragGes do ligante 1 em 2da8

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
0C7 - /A2/C2 2,52 oc7
OC7 - /A2/H2 2,57 oc7
C12-/T5/02 2,98 C12
C13 - /T5/04' 3,18 C13
C13-/T5/02 3,23 C13
01'-/13/C4' 3,29 o1
0o1'-/13/C1' 3,27 o1'
01'-/T3/H4' 2,51 o1'
01'-/T3/H1' 2,53 o1'
CM2' - /A2/04' 3,19 cm2'
CM2' - /A2/H4' 3,15 cm2'
N15 - /A4/N3 3,07 N15
N15 - /A4/H1' 2,24 N15
HN15 - /A4/N3 2,08 HN15
HM23'- /A2/04' 2,52 HM23'
HM23' - /A2/N3 2,45 HM23'
H141 - /T5/04' 2,58 H141
H131 - /T5/04' 2,41 H131
A2/centrdide N1-C6 3,01 oc7
A4/centréide C4-N9 2,92 N10
A4/centréide N1-C6 3,38 Centroide anel A
H1’/T3 2,78 Centroide 01’-C9’
H1’/T3 2,68 Centroide C5-C10
02/T3 2,62 Centroide C5-C10

Figura 3.3a.1 Ligante 1 no DNA-receptor 2da8
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LIGANTE 2

Tabela 3.3a.2 Interagdes do ligante 2 em 2da8

Distancia Atomo Distancia

Nucleotideo/atomo

Nucleotideo/atomo

Atomo ligante

(A) ligante (A)
T3/05' 2,75 Cl1 A4/N3 2,51 N15
G1/H2" 2,68 0C5 A4/N3 1,56 HN15
T3/0P2 3,08 C2 A2/04' 2,70 HM22'
T3/0P2 2,48 H22 A2/04' 2,58 H711'
T3/0P2 2,84 c3 A2/N3 2,13 H711'
A2/C2' 3,28 N10 T3/04' 2,47 HM13'
A2/H2" 2,22 N10 A2/centréide C4-N9 3,48 Centréide anel A
T3/05' 2,02 HC11 A2/H8 2,46 Centrdide anel A
T3/0P2 2,20 H32 T3/centréide N1-C6 2,56 HC9
A2/N7 3,08 @)Y/ T5/ centrdide N1-C6 2,41 H191
A2/N7 2,39 HM1 A4/centréide N1-C6 2,86 H182
A4/C4' 2,98 oc2' A4/centrdide C4-N9 2,73 H172
A4/H4' 2,29 oc2' T3/H2” 2,98 Centrdide 01’-C9’
T3/H4' 2,53 o1' T3/H1’ 2,51 Centrdide 01’-C9’
A2/N3 2,81 c71' T3/02 3,00 Centréide C5’-C10’

A2

e A /\ \ \/.\\

33,00 ’—, Ad
T3 ?‘ &
WL
A \ 3.‘.’/"/ T5

Figura 3.3a.2 Ligante 2 no DNA 2das8.
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LIGANTE 3

Tabela 3.3a.3 InteragGes do ligante 3 em 2da8

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

T3/02
A4/N3
T5/04'
A4/H2"
A2/N7
T3/04
T3/04
A2/N7
A2/N7
A4/04'
A4/N3
T5/04'
A2/HT1’
A2/C1’
A2/centréide C4-N9
Ad/centréide N1-C6
A2/centréide N1-C6
T3/centréide N1-C6

2,46
3,01
3,18
2,66
2,90
3,16
2,09
2,58
2,39
2,56
2,01
2,13
2,59
3,19
2,28
3,40
3,92
2,82

H122
C19
C21
oc2'
cm1!
cm2'
HM21'
HM12'
HM13'
H182
H192
H211
N10
N10
HC11
Centréide 01'-C9’
Centréide 01'-C9’
H5’

Figura 3.3a.3 Ligante 20 no DNA 2da8
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Nesta secdo estdo descritos os resultados do Experimento 3, descrito no Capitulo

3, Secdo 3.1.3, para a avaliacdo do modos de ligacdo misto ao DNA-receptor, verificando

também a possibilidade de formagao de aduto ou complexo.

3.4a.1 Ligante 1 - Aduto

Tabela 3.4a.1 InteragGes do ligante 1 no teste com aduto (2ky7)

Nucleotideo/atomo Disténcia Atomo Nucleotideo/atomo Distencia Atomo
(A) ligante (A) ligante
G8/N2 2,43 C11 T6/04' 2,34 H5'
G8/N2 2,69 Clila A5/04' 3,29 c72'
G8/N3 3,23 Clila A5/04' 3,31 c71'
G8/N3 2,29 H11A T17/H5' 2,42 0C16
T9/04' 2,68 H11A A5/04' 2,34 H722'
G8/N2 2,44 H12 A5/N3 2,43 HM22'
T9/H4' 2,55 N4 A5/04' 2,36 H711'
G8/Cc4' 3,20 0oC7 T7/04' 2,64 H132
G8/H4' 2,25 0oC7 T7/02 2,50 H132
G8/04' 2,80 C12 A15/N3 2,26 H131
T7/02 3,13 C13 A15/H2 2,06 H131
A15/N3 3,35 C13 G8/04' 2,44 H122
T16/C1' 3,13 oc2' G8/04' 2,44 H121
T16/H1' 2,13 oc2' G8/03' 3,37 CM
T6/04' 3,27 C5' G8/03' 2,37 HM1

Figura 3.4a.1 InteragGes do ligante 1 no teste com aduto (2ky7).
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3.4a.2 Ligante 1 - Complexo

Tabela 3.4a.2 Interagdes do ligante 1 no complexo com 2ky7

Nucleotideo/dtomo Dlst'a&r)\aa ﬁ;g:}g Nucleotideo/dtomo DISE;I;CIa Atomo ligante
A5/N7 2,48 H32 A14/N3 3,03 cm1!
T16/C1' 2,91 oc2' A15/04' 2,81 cm1'
T16/H1' 1,83 0cC2' T17/04' 2,96 N15
T16/C4' 3,08 o1' T17/04' 2,14 HN15
T16/04' 2,47 o1' G8/04' 2,49 H722'
T16/C1' 2,80 o1' T7/02 2,64 H712'
T16/H4' 2,68 o1' G8/N3 2,68 H712'
T16/H1' 2,30 o1' G8/N3 2,28 H711'
T7/04' 2,95 Cs' G8/N2 2,31 HM11'
G8/04' 3,05 ce' A14/N3 2,47 HM11'
T16/04' 3,04 c8' A15/04' 2,53 HM12'
T7/04' 2,19 H5' A14/N3 2,62 HM13'
T7/03' 2,48 H5' A15/04' 2,21 HM13'
G8/04' 2,21 H6' T17/02 2,56 H131
T16/04' 2,22 H8' A4 /centrdide N1-C6 3,56 Centrdéide anel A
G8/04' 3,22 c72' A4/centréide N1-C6 2,89 H11A
G8/N3 2,85 c71' A4/centréide C4-C9 2,40 H11A

Figura 3.4a.2 Interagdes do ligante 1 no complexo com 2ky7.
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3.4a.3 Ligante 2 - Aduto

Tabela 3.4a.3 Interagdes do ligante 2 no teste com aduto (2ky7)

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G8/N2
G8/N3
T9/04'
Al4/H1'
T7/02
T7/02
G8/04'
T17/04'
A5/N7
T16/N3
T16/H3
A5/N7
T17/04'
T7/04'
T16/02
A4/Centroide N1-C6
A5/Centroide N1-C6
A4/Centroide C4-N9
A5/Centroide C4-N9

2,27
2,43
2,74
2,60
2,91
2,04
2,42
3,15
3,11
3,21
3,03
2,05
2,42
2,62
2,50
3,53
3,33
3,65
3,86

Cc11
H11A
H11A
N10
Cc12
H121
H122
c21
c71
HN15
HN15
H712'
H212
H142
H191
Centroide 01°-C9’
Centroide 01°-C9’
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel C5’-C10’

Figura 3.4a.3 Interagdes do ligante 2 no teste com aduto (2ky7).
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3.4a.4 Ligante 2 - Complexo

Tabela 3.4a.4 Interag¢des do ligante 2 no complexo com 2ky7

Nucleotideo/dtomo Dlst'a&r)\aa ﬁ;g:}g Nucleotideo/dtomo DISE;?CIa Atomo ligante
A4/N7 2,44 H11A A14/03' 2,23 HM22'
A5/04' 2,76 HM2 T10/04' 2,63 HM13'
T16/02 2,80 C14 T16/02 2,37 H142
T16/02 2,77 C17 T16/02 2,06 H172
G8/04' 2,60 C21 T7/04' 2,34 H201
Al4/C2 2,64 0cC2' T7/02 2,31 H202
G8/N2 2,65 o1' T17/04' 2,37 H131

G8/H 2,00 o1' T16/02 2,45 H132
Al4/H1' 2,73 o1' G8/04' 2,01 H211
A14/04' 2,57 H8' A4d/centrdide N1-C6 3,38 Centrdide anel A
Al14/03' 3,06 CcMm2' A5/centréide N1-C6 3,77 Centréide anel A

G8/N9 3,29 N15 A15/H4’ 2,92 Centrdéide 01’-C9’
T7/02 2,55 HN15 G8/N3 3,23 Centrdide 01’-C9’

Figura 3.4a.4 InteragGes do ligante 2 no complexo com 2ky7
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3.4a.5 Ligante 3 - Aduto

Tabela 3.4a.5 Interagdes do ligante 2 no teste com aduto (2ky7)

Nucleotideo/dtomo DISEZ?CIa ﬁ::::g Nucleotideo/dtomo DISE;I;CIa Atomo ligante
T7/02 2,67 HC9 T16/02 2,96 N15
A15/N3 2,87 HC9 T16/02 2,00 HN15
G8/N2 2,31 C11 A5/N7 2,46 H711
G8/N3 3,20 Clia T17/04' 2,12 H212
G8/N3 2,39 H11A T6/02 2,32 H181
T9/04' 2,72 H11A T7/04' 2,66 H132
G8/C2 3,27 N10 T17/04' 2,28 H211
A14/H2 3,08 N10 A15/C2 3,08 0C14
G8/c4' 3,06 0oC7 A15/H2 2,06 0C14
G8/H4' 2,35 0oC7 A4/Centroide N1-C6 3,73 Centroide 01°-C9’
T6/02 3,38 C18 A5/Centroide N1-C6 3,45 Centroide 01°-C9’
T17/04' 2,62 Cc21 A4/Centroide C4-N9 3,86 Centroide anel C5’-C10’
A5/N7 3,19 Cc71' A5/Centroide C4-N9 3,40 Centroide anel C5’-C10’

Figura 3.4a.5 Interacgdes do ligante 3 no teste com aduto (2ky7).




ANEXO 3.4 EXPERIMENTO 3: MODO MISTO — ADUTO E COMPLEXO 122

3.4a.6 Ligante 3 - Complexo

Tabela 3.4a.6 Interagdes do ligante 3 no complexo com 2ky7

Distancia Atomo Distancia

Nucleotideo/dtomo Nucleotideo/dtomo Atomo ligante

(A) ligante (A)
A5/04' 2,86 Cé6 A5/04' 2,28 HM3
A5/04' 2,12 HC6 T16/02 2,35 N17
A5/C5' 3,09 (o]0 T16/02 3,03 Cc20
A5/H5" 2,47 (o]0 G8/C5' 3,25 0C16
A4/C2' 2,90 N4 A15/N3 2,47 HN15
A4/H2' 2,19 N4 A14/03' 2,57 HM21'
A5/N1 2,96 0C8 T16/02 2,31 H202
A5/C2 2,77 0C8 T16/02 2,39 H132
A5/H2 2,79 0C8 T16/N3 2,73 H132
A5/N3 3,19 0oC7 T16/02 1,40 HN17
A4/C3' 3,10 H31 A5/Centrdide N1-C6 2,90 Centrdide anel A
A4/C2' 3,05 H31 A4/Centréide N1-C6 4,34 Centrdide anel A
A4/H3' 2,39 H31 T17/Centréide N1-C6 2,81 H131
A4/H2' 2,49 H31 T16/Centréide N1-C6 3,00 H132
A4/H2" 3,21 H31 A4/Centréide c4-N9 2,89 H11A
A5/04' 3,29 @)Y/

Figura 3.4a.6 Interagdes do ligante 3 no complexo com 2ky7
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Nesta secdo estdo descritos os resultados do Experimento 4.1, descrito no
Capitulo 3, Sec¢dao 3.2.1, com a finalidade de avaliar a preferéncia por diferentes
sequéncias de bases, quando a ligacdo ocorre no modo intercalado. Neste caso os
calculos de docking tiveram como ligantes as por¢cdes PBD e cumarina separadamente e

os DNA-receptores 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 1da8

PORGAO PIRROLBENZODIAZEPINA (PBD)

3.5a.1 Receptor 1g3x

Tabela 3.5a.1 Interagdes da por¢do PBD em 1g3x

Nucleotideo/dtomo Distancia (A) Atomo ligante
T19/C2’ 3,20 0ocC7
T19/H2’2 2,63 0ocC7
T20/04’ 2,77 0C8
T20/04’ 1,81 H8
T19/C2’ 3,18 0C8
T19/H2’2 2,10 0ocC7
A5/centroide N1-C6 2,56 HC11
T19/ centroide N1-C6 3,88 Centroide anel A
T20/ centroide N1-C6 3,67 Centroide anel A

T19 A6

(@, N
N0 )\ 3,88
\\ \

AY
\

1,81,/

/3,67 %\ {2

120  2553%

Figura 3.5a.1 Interacdes (em A) da porcdo PBD no receptor 1g3x.
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PORGAO PIRROLBENZODIAZEPINA (PBD)

3.5a.2 Receptor 1d67

Tabela 3.5a.2 InteragGes da porgdo PBD em 1d67

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

C5/02

C5/02

A6/04
A6/centroide N1-C6
T1/centroide N1-C6
G2/centroide N1-C6
G2/centroide C4-N9

2,92
2,07
2,43
2,97
3,79
3,79
2,78

Cc1

H11

H22

H11
Centroide anel A
Centroide anel A

H6

Figura 3.5a.2 Interacdes (em A) da porcdo PBD no receptor 1d67.



ANEXO 3.5 EXPERIMENTO 4.1 — COMPLEXOS COM PBD E CUMARINA SEPARADAMENTE

125

PORGAO PIRROLBENZODIAZEPINA (PBD)

3.5a.3 Receptor 1k9g

Tabela 3.5a.3 Interagdes da porgao PBD em 1k9g

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G6/04’
G6/04’
c2/04’
c2/04’
c2/04
c2/04
C2/02
G6/06
C2/02
C2/centroide N1-C6
G5/centrdide C4-N9
G6/centroide C4-N9
G5/centroide N1-C6
G6/centroide N1-C6

3,21
2,20
2,92
2,16
2,95
2,27
3,29
2,99
2,46
2,48
2,92
2,76
3,48
3,62

CM
HM1
Cc1
H12
Cc2
H22
c3
0ocs
Hl1a
H11
HM1
oc7
Centroide anel A
Centroide anel A

Figura 3.5a.3 Interacdes (em A) da porc¢do PBD no receptor 1k9g.
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PORGAO PIRROLBENZODIAZEPINA (PBD)

3.5a.4 Receptor 2rou

Tabela 3.5a.4 Interagdes da porgao PBD em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
C21/04' 3,05 C1
C21/04' 2,70 H11
C21/05' 2,58 H12
C21/04' 2,48 H11
Cc7/04' 2,71 0ocs
Cc7/04' 2,72 H8

C7/centroide N1-C6 3,95 Centroide anel A

G20/centroide N1-C6 4,02 Centroide anel A
G20/centroide C4-N9 2,76 H32
C21/centroide N1-C6 2,43 H11

Figura 3.5a.4 Interacdes (em A) da porcdo PBD no receptor 2rou.
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PORGAO PIRROLBENZODIAZEPINA (PBD)

3.5a.5 Receptor 2da8

Tabela 3.5a.5 InteragGes da porgdo PBD em 2da8

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

A4/N3
A4/N3
T5/04'
T5/04'
T5/04'
T5/04'
T3/centroide N1-C6
A2/centroide N1-C6
A2/centroide C4-N9
A4/centroide N1-C6

3,25
2,20
3,20
2,41
2,72
2,78
2,83
2,29
3,79
3,36

Clla
Hlla
C1

H12

H22

HC11

HM1

HM?2
Centroide anel A
Centroide anel A

Figura 3.5a.5 Interacdes (em A) da porcdo PBD no receptor 2da8.
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PORCAO CUMARINA

3.5a.6 Receptor 1g3x

Tabela 3.5a.6 Interagdes da porgao cumarina em 1g3x

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

A6/C1’
T20/04’
T19/02

A5/C2’
A5/H2’1

A6/C8

A6/H8
T20/04’
T20/04’

A6/centroide C4-N9
A6/centroide N1-C6
A5/centroide C4-N9
A5/centroide N1-C6
A6/centroide N1-C6
A5/centroide N1-C6
T20/centroide N1-C6
T19/centroide N1-C6

3,18
3,18
2,84
3,06
2,22
3,14
2,68
2,10
2,54
3,39
3,51
3,74
3,86
3,91
3,99
2,16
2,84

oc2'
c72
c71
03
03
03
03
H721'
HM11'
Centroide 01’-C9’
Centroide 01’-C9’
Centroide 01’-C9Y’
Centroide 01’-C9Y’
Centroide C5’-C10’
Centroide C5’-C10’
H722’
HM22’

Figura 3.5a.6 Interacdes (em A) da por¢do cumarina no receptor 1g3x.
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PORCAO CUMARINA

3.5a.7 Receptor 1d67

Tabela 3.4.2.2.2a Interag¢des da porgdo cumarina em 1d67

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G2/04’
G2/04’
A3/04’
C5/C2’

C5/H
A3/04’
G2/04’
A3/04’
G2/04’
T1/02

C5/centréide N1-C6
A6/centrdide N1-C6
A6/centrdide N1-C6
G2/centrdide N1-C6
G2/centrbide N1-C6

3,05
3,28
3,04
3,05
2,41
2,37
2,57
2,74
2,16
2,37
3,97
3,45
3,92
3,70
2,88

c71

CMm2'

CMm2'
03
03

HM22'

HM23'

HM23'

H712'

H711'
Centroide 01'-C9Y’
Centroide 01'-C9Y’
Centréide C5’-C10’
Centréide C5’-C10’

He6’

Figura 3.5a.7 Interacdes (em A) da porcdo cumarina no receptor 1d67.
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PORCAO CUMARINA

3.5a.8 Receptor 1k9g

Tabela 3.5a.8 Interagdes da porgao cumarina em 1k9g

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
G6/N7 2,91 c71'
G6/06 3,11 c71'
G6/04’ 2,99 cm2'
c1/c2’ 3,17 03

C1/H 2,19 03
C2/H 2,71 03
G6/05’ 2,67 HM22'
G6/04’ 2,25 HM23'
G6/06 2,17 H711'

C1/centréide N1-C6 3,43 Centrdide 01’-C9’

G5/centrdide N1-C6 3,91 Centréide C5’-C10’

G6/centrdide N1-C6 3,93 Centréide C5’-C10’

G6/centroide C4-N9 2,66 HM21’

G6/centroide C4-N9 2,42 HM23’

G5/centroide C4-N9 2,53 H721’

G5/centréide C4-N9 2,41 H722’

G5/centréide N1-C6 2,62 H722’

C2/centréide N1-C6 3,21 H4'

Figura 3.5a.8 InteracSes (em A) da por¢do cumarina no receptor 1k9g.
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PORCAO CUMARINA

3.5a.9 Receptor 2rou

Tabela 3.5a.9 Interagdes da porgao cumarina em 2rou

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

c21/04'
C5/H2"
G6/0P2
G6/0P2
c21/04'
c21/04'
C7/centréide N1-C6
G20/centréide C4-N9
C21/centréide N1-C6
G6/centrdide N1-C6
G6/centrdide C4-N9
G6/centrdide N1-C6

3,12
2,69
2,90
1,91
2,38
2,40
2,97
2,90
2,81
3,02
3,50
3,76

cm2'
03
03
HH3
HM21'
HM12'
H5’

H711’
HM13’
Centréide 01'-C9Y’
Centréide 01'-C9’
Centréide C5’-C10’

Figura 3.5a.9 InteracSes (em A) da por¢do cumarina no receptor 2rou.
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PORCAO CUMARINA

3.5a.10 Receptor 2da8

Tabela 3.5a.10 Interagdes da porg¢do cumarina em 2da8

Nucleotideo/dtomo Distancia (A) Atomo ligante
A4/03' 3,12 cm1'
T5/04' 2,78 cm1'
A4/N3 2,24 H712'
T5/04' 2,62 HM11'
A4/03' 2,48 HM12'
T5/04' 2,04 HM13'
A4/H2 3,07 Centrdide C5’-C10’

A4/ centrdide N1-C6 3,75 Centréide C5’-C10’

T3/ centrdide N1-C6 3,80 Centrdide 01’-C9’

A2/ centrdide N1-C6 3,23 Centrdide 01’-C9’

Figura 3.5a.10 Interacdes (em A) da por¢do cumarina no receptor 2da8.
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Nesta secdo estdo os resultados do Experimento 4.2, descritos no Capitulo 3,
Secdo 3.2.2, com a finalidade de avaliar o efeito da adicdo do espacador as por¢des PBD
ou cumarina. Os receptores-DNA sao foram 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 1da8, com as

porg¢des funcionais e os espagadores:

(I) PBD + espagador 1, PBD + espacador 2 e PBD + espacador 3; e
(1) cumarina + espacgador 1, cumarina + espacador 2 e cumarina + espagador 3.

PORCAO PBD-ESPACADOR 1

3.6a.1 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.1 InteragGes de PBD-espagador 1 em 1g3x

Distancia Atomo , , Distancia Atomo
Nucleotideo/dtomo

Nucleotideo/atomo

(A) ligante (A) ligante

A6/N7 3,23 C1 c21/c4 3,06 H21
A6/N7 2,78 H11 c21/04’ 2,22 H21
A6/H62 3,20 H11 c21/cr 3,28 H21
A5/N7 3,14 C3 C21/N1 3,26 H21
A5/N7 2,48 H32 C21/H5’2 2,20 H21
T20/04’ 2,66 C12 A05/H2 2,56 H22
T20/04’ 3,14 C13 T20/02 2,49 H22
T20/02 2,86 c3' T20/H1’ 3,22 H22
Cc21/04’ 2,62 c3' c21/04’ 2,96 H22
T20/04’ 2,62 H132 c21/c2 3,12 H22
T19/02 2,70 H131 C21/02 2,87 H22
T20/04’ 2,47 H122 c21/c4 3,03 H23
T20/04’ 2,33 H121 c21/04 2,34 H23
T20/02 2,60 H121 C21/H5’2 3,19 H23
T20/02 2,67 H21 C21/H4’ 2,83 H23
T20/H1’ 1,94 H21 T19/centrdide N1-C6 2,63 0ocC7
c21/c5’ 3,06 H21 T20/centréide N1-C6 2,58 HM?2

Figura 3.6a.1 Interacdes (em A) de PBD-espacador 1 em 1g3x.
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PoRCAO PBD-ESPACADOR 1

3.6a.1 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.2 InteragGes de PBD-espagador 1 em 1d67

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
A6/C2 3,00 (o]0}
A6/H 2,58 (0]}
C5/02 3,25 Clla
C5/02 2,26 H11A
A6/04’ 3,19 c1
A6/04’ 2,58 H12
A6/04’ 2,99 Cc2
A6/04’ 2,08 H22
A6/04’ 2,75 HC11
C5/N4 2,61 0C16
C5/C5 3,24 0C16
C5/H 1,62 0C16
C5/H 2,51 0C16
T1/centrdide N1-C6 2,53 HM2
G2/centréide N1-C6 2,99 HC6
G2/centréide C4-N9 2,64 HM1
G6/centréide C4-N9 2,63 HC11

Figura 3.6a.2 Interacdes (em A) de PBD-espacador 1 em 1d67.
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PoRCAO PBD-ESPACADOR 1

3.6a.3 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.3 InteragGes de PBD-espagador 1 em 1k9g

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
G5/N7 3,04 Cc3
G5/N7 3,17 N4
G6/N2 2,78 0ocs
G6/H 2,40 0C8
G5/N7 2,37 H32
C2/02 2,78 c3'
T3/04’ 2,62 c3'
G5/N2 2,98 0C16
G5/H 2,58 0C16
C2/02 2,47 H121
T3/04 2,45 H22
C2/02 2,04 H23
T3/04 2,10 H23

G6/centrdide N1-C6 4,02 Centrdide anel A

G5/centréide N1-C6 2,74 N10

C1/centréide N1-C6 2,50 HM3

C2/centréide N1-C6 2,48 oc7

Figura 3.6a.3 Interacdes (em A) de PBD-espacador 1 em 1k9g.
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PoRCAO PBD-ESPACADOR 1

3.6a.4 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.4 InteracGes de PBD-espagador 1 em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
Cc21/04' 3,24 Cl1
C21/05' 2,74 H12
C21/04' 2,52 H12
C21/04' 2,61 HC11

G6/N3 3,32 C12
Cc7/04' 3,01 C12
C7/04' 2,74 C13
G22/N3 3,13 c3'
G6/N3 2,74 N15
G6/N3 2,04 HN15
Cc7/04' 2,10 H132
Cc7/04' 2,78 H131
G6/N3 2,26 H122
C7/04' 2,47 H121
G22/N3 2,58 H21
G22/N3 2,77 H23
C23/04' 2,57 H23
G20/centréide N1-C6 3,47 Centréide anel A
C21/centrdide N1-C6 2,32 H11
C7/centréide N1-C6 2,89 0oc7

Figura 3.6a.4 Interacdes (em A) de PBD-espacador 1 em 2rou.
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PoRCAO PBD-ESPACADOR 1

3.6a.5 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.5 InteragGes de PBD-espagador 1 em 2da8

Nucleotideo/4dtomo Distancia (A) Atomo ligante
T5/04' 3,05 Cl1
A2/C2 3,23 0oC5
A2/H2 2,42 0GCs
A4/N3 2,73 H11A
T5/04' 2,98 Cc2
T5/04' 2,09 H22
A4/03' 2,56 HC11
T5/04' 2,31 HC11
G1/N7 2,79 c3'
A2/N7 3,13 c3'
T3/04 2,77 H122
A2/N7 2,11 H21
A2/H62 2,19 H21
G1/N7 2,76 H22
G1/N7 2,56 H23
A2/centrdide N1-C6 3,82 Centroide anel A
T3/centréide N1-C6 2,68 HM3
A4/centréide C4-N9 3,03 HC9
A4/centréide N1-C6 3,48 Centréide anel A
T5/centréide N1-C6 2,65 N10
w - A4
I —
2,68 | 3,48 P
]
S Qe |
¢ e M\
| KN 1
2,88 , & 291 12,65
W '
™y -
/ 2,11 o4/

Figura 3.6a.5 Interacdes (em A) de PBD-espacador 1 em 2da8.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 2

3.6a.6 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.6 InteragGes de PBD-espagador 2 em 1g3x

Nucleotideo/dtomo DISEZ?CIa Atomo ligante Nucleotideo/dtomo Dlstzr)\ua Atomo ligante
A5/N7 3,05 Clla T19/05’ 3,23 N15
A5/N7 2,13 H11A T20/H 2,14 N15
A5/N7 3,17 N4 T19/02P 2,01 HN15
T20/04’ 3,33 C13 T19/05’ 2,53 HN15
A6/N1 2,53 H122 T19/N3 2,64 H141
T19/N3 2,59 H122 T20/04’ 2,04 H172
A6/04’ 2,99 @)Y/ T20/02P 2,20 H191
A6/04’ 2,29 HM?2 T20/04’ 2,62 H132
T20/04’ 2,95 C17 T20/02 2,67 H132

T20/02P 3,17 C19 T19/01P 2,39 H31
T19/01P 3,31 c3' T19/05’ 2,27 H33
T19/05’ 2,93 c3' T20/02P 2,72 H33
T20/02P 3,08 c3' A5/centréide N1-C6 3,62 Centrdide anel A
T20/02P 2,51 Cil6 A5/centrdide C4-N9 3,30 Centrdide anel A
T20/02P 2,64 0C16 A6/centréide N1-C6 4,13 Centroide anel A
T20/H 2,19 0C16 T19/centréide N1-C6 2,57 H141
T19/02P 3,02 N15 T20/centréide N1-C6 2,72 H142

Figura 3.6a.6 Interacdes (em A) de PBD-espacador 2 em 1g3x.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 2

3.6a.7 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.7 InteragGes de PBD-espagador 2 em 1g3x

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
A6/N6 2,41 0C5
A6/H 2,35 0C5
G2/06 3,08 Clla
G2/06 2,20 H1lla
G2/N3 3,13 0C8
G2/H 2,60 0C8
A3/04’ 2,97 C13
A6/04’ 2,52 CM
A6/04’ 2,19 HM3
A6/04’ 2,45 HM1
A6/04’ 2,64 HM?2
A3/02P 3,09 c3'
A3/02P 2,33 0C16
G2/01P 3,18 N15
G2/01P 2,16 HN15
G2/03’ 2,53 H172
A3/04’ 2,55 H131
A3/04’ 2,37 H132
G2/05’ 2,51 H31
A3/02P 2,47 H32
G2/centrdide N1-C6 3,82 Centrdide anel A
A6/centréide N1-C6 3,88 Centrdide anel A
T1/centréide N1-C6 2,94 N10

Figura 3.6a.7 Interacdes (em A) de PBD-espacador 2 em 1d67.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 2

3.6a.8 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.8 InteragGes de PBD-espagador 2 em 1k9g

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
G6/N7 2,97 Clila
G6/N7 2,12 H11A
G5/N7 3,29 Cc3
G5/N3 3,07 N10
G6/N2 2,84 0C8
G6/H 2,45 0C8
G5/N7 2,57 H32
c2/o4 3,36 C13
T3/C1’ 3,40 0C16
T3/H 2,59 0C16
C2/02 2,13 H141
c2/o4 2,38 H131
T3/04 2,52 H211

G5/centrdide N1-C6 3,86 Centréide anel A

G5/centrdide C6-N9 3,06 N10

G6/centrdide N1-C6 3,88 Centréide anel A

C1/centréide N1-C6 2,70 oc7

C2/centréide N1-C6 2,86 H122

!

\.

Figura 3.6a.8 Interacdes (em A) de PBD-espacador 2 em 1k9g.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 2

3.6a.9 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.9 InteracGes de PBD-espagador 2 em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
G6/C2' 2,69 0GCs
G6/H2'1 2,27 0G5
G6/H2'2 2,26 0GCs
G20/N2 2,52 0C8
Cc7/04' 2,67 C™m
Cc7/04' 2,48 HM3
Cc7/04' 2,39 HM2
C21/04' 3,10 C18
G20/05' 3,01 c3'
C21/0P2 3,03 N15
C21/0P2 2,02 HN15
C21/04' 2,12 H182
G20/N3 2,12 H131
G20/05' 2,20 H33

C7/centréide N1-C6 3,41 Centrdide anel A

C7/centréide N1-C6 3,21 oc7

C7/centrdide N1-C6 3,09 HC6

G20/centréide N1-C6 3,09 HC9

Figura 3.6a.9 Interacdes (em A) de PBD-espacador 2 em 2rou
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PORCAO PBD-ESPACADOR 2

3.6a.10 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.10 InteragOes de PBD-espacador 2 em 2da8

Nucleotideo/dtomo Dlsta'&r)\aa ﬁ;g:}cz Nucleotideo/atomo Dlstzr)\ua Atomo ligante
A4/C2' 3,36 Cl1 T3/04' 2,34 HM3
T5/04' 3,37 Cl1 T3/04' 2,75 HM1
A4/N3 3,29 Clia A2/N3 2,49 HM?2
A4/N3 2,28 H11A A2/N7 3,14 C17
A4/03' 2,43 H12 A2/N7 2,56 H171
T5/04' 3,28 H12 G1/03' 2,39 H33
T5/04' 3,19 C2 T5/centréide N1-C6 2,78 N10
T5/04' 2,24 H22 Ad/centréide N1-C6 3,82 Centrdide anel A
A4/03' 2,68 HC11 A2/centréide N1-C6 3,62 Centroide anel A
T5/04' 2,70 HC11 A2/centréide C6-N9 2,52 H122
T3/04' 2,98 CM T3/centréide N1-C6 2,77 H121

Figura 3.6a.10 Interacdes (em A) de PBD-espacador 2 em 2da8.



ANEXO 3.6 Experimento 4.2 PORGOES PBD E CUMARINA MAIS OS ESPACADORES

143

PORCAO PBD-ESPACADOR 3

3.6a.11 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.11 Intera¢des de PBD-espagador 3 em 1g3x

Nucleotideo/4tomo Distéoncia Atomo Nucleotideo/4tomo Disté:ncia Atomo
(A) ligante (A) ligante
A6/N1 3,28 ca Cc3/05’ 3,13 Cc21
A5/N3 3,15 Clla c3/cs’ 3,05 0C16
A5/N3 2,27 H11A c3/c3’ 3,27 0C16
A6/04’ 3,18 Cc2 C3/H5’1 2,60 0C16
A6/04’ 2,26 H21 C3/H3’ 2,24 0C16
A6/N3 3,28 c3 G4/06 2,70 H181
A6/N3 3,18 N10 T20/04 2,69 H181
A6/04’ 2,70 HC11 G4/N7 2,34 H192
A6/N3 2,69 H32 C3/02pP 2,52 H211
T20/04’ 2,37 HM3 Cc3/05’ 2,15 H211
A5/N6 2,95 N15 A6/centrdéide C4-N9 2,97 HC11
A5/H62 2,29 N15 A6/centréide N1-C6 3,11 N10
T20/04 3,36 c18 T19/centréide N1-C6 3,19 (o]ov;
G4/N7 3,19 Cc19 T20/centréide N1-C6 2,83 HM3
C3/02pP 3,16 C21 T20/centréide N1-C6 2,73 HM1

Figura 3.6a.11 Interacdes (em A) de PBD-espacador 3 em 1g3x.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 3

3.6a.12 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.12 InteragGes de PBD-espagador 3 em 1d67

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
A6/04’ 2,06 H22
A6/N6 2,97 N10
G2/N7 3,27 CM
G2/N7 2,20 HM1
T4/01P 3,24 N15
T4/01P 2,25 HN15
T4/02P 2,36 H32’

T1/centrdide N1-C6 3,03 HM?2

Ab6/centrdide C4-N9 2,64 HC11

Figura 3.6a.12 Interacdes (em A) de PBD-espacador 3 em 1d67.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 3

3.6a.13 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.13 Intera¢Ges de PBD-espagador 3 em 1k9g

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G6/N7
G6/N7
G5/N7
c2/04’
c2/04’
Cc2/03’
Cc2/03’
c2/04’
c2/04’
Cc2/03’
G5/centréide N1-C6
G5/centréide N1-C6
C2/centréide N1-C6
C1/centréide N1-C6

2,83
2,43
3,00
3,18
3,01
3,15
2,07
2,22
2,30
2,71
2,98
3,73
2,67
2,46

Cc1
H11
N4
C13
N17
C19
H191
H131
HN17
H31’
N10
Centrdide anel A
HM2
HM3

Figura 3.6a.13 Interacdes (em A) de PBD-espacador 3 em 1k9g.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 3

3.6a.14 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.14 InteragGes de PBD-espagador 3 em 2rou

Distancia  Atomo , , Distancia
Nucleotideo/dtomo

Nucleotideo/atomo Atomo ligante

(A) ligante (A)

C21/04' 3,13 Cl1 G6/04' 2,60 H192
C21/05' 3,27 C1 G6/04' 2,76 H201
C21/04' 3,26 C1 G6/N3 2,23 H131
C21/05' 2,29 H12 C7/c5' 2,95 0C14
C21/04' 2,56 H12 C7/H5'1 2,30 0C14
G20/N3 3,07 N10 C5/03' 2,34 H31’
C21/05' 2,50 HC11 C5/04' 2,72 H32’
C7/04' 2,73 C12 C5/03' 2,46 H33’
G6/N3 3,04 Cc13 G20/centréide N1-C6 3,33 Centroéide anel A
C7/04' 2,21 H121 G21/centréide N1-C6 2,49 H22
C7/04' 2,41 H122 G21/centréide N1-C6 3,04 H11A
G6/04' 3,27 C19 C7/centréide N1-C6 2,93 0oC7
C5/03' 2,78 c3’

Figura 3.6a.14 Interacdes (em A) de PBD-espacador 3 em 2rou.
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PORCAO PBD-ESPACADOR 3

3.6a.15 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.15 InteragOes de PBD-espagador 3 em 2da8

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
T5/04 2,51 C1
T5/04 2,06 H11
A2/C1' 3,25 0ocs
A2/H1' 2,21 0C8
A2/C2' 3,31 0oc7
A2/C1' 3,07 0oc7
A2/H2" 2,60 oc7
A2/H1' 2,38 oc7
T3/04' 3,23 C13
T5/0P1 3,04 N15
T5/0P1 2,06 HN15
T3/03' 2,73 H192
T3/04' 2,43 H131
A4/05' 2,70 H212
T3/04' 2,59 HN17
A2/centréide N1-C6 3,79 Centroide anel A
A2/centréide C4-N9 3,64 Centroide anel A
T3/centréide N1-C6 3,43 Centroide anel A
A4/centrdide N1-C6 2,97 N10

Figura 3.6a.15 Interacdes (em A) de PBD-espacador 3 em 2da8.
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PoORCAO CUMARINA-ESPACADOR 1

3.6a.16 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.16 Intera¢des de cumarina-espagador 1 em 1g3x

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

T19;02P
A5/N3
T20/04’
T20/04’
A6/04
A6/04
T19/02P
A5/centrdide C4-N9
A6/centrdide C4-N9
T19/centrdide N1-C6
T20/centréide N1-C6

3,19
3,02
3,04
2,14
3,16
2,13
2,30
2,44
2,23
3,82
3,31

C12
N7'
c4'
H4'
(o\V i
HM13'
H121
HM23’
H721’
Centroide 01’-C9’
Centroide 01’-C9’

Figura 3.6a.16 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 1 em 1g3x.
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PoORCAO CUMARINA-ESPACADOR 1

3.6a.17 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.17 InteragGes de cumarina-espagador 1 em 1d67

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G2/04’
G2/04’
T1/02
A3/04’
A3/04’
A3/04’
G2/04’
T1/02
A6/N7
G2/centréide N1-C6
G2/N2
C5/centréide N1-C6
A6/centrdide N1-C6
A6/centrdide C4-N9

2,75
3,33
3,02
2,75
2,18
2,38
2,56
2,17
2,55
3,82
3,25
3,03
3,34
3,82

H6'

c71

CcMm1'

CMm2'

HM22'
HM23'
H711'
HM13'

H22
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel C5’-C10’

0C16
Centroide anel 01’-CY’
Centroide anel 01’-CY’

Figura 3.6a.17 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 1 em 1d67.
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PoORCAO CUMARINA-ESPACADOR 1

3.6a.18 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.18 Interagdes de cumarina-espagador 1 em 1k9g

Nucleotideo/dtomo

Distancia (A)

Atomo ligante

c2/04’
C1/02
c2/04’
G6/04’
G6/04’
G5/N2
G5/H
G6/N7
c2/04’
c2/04
C2/02
C1/02
G5/centrdéide N1-C6
G5/centrdide C4-N9
G6/centrdide N1-C6
G6/centrdide C4-N9

3,28
3,17
2,88
3,18
2,34
2,56
2,30
2,75
2,42
2,44
2,45
2,10
3,26
3,55
3,62
3,25

C12
C13
C14
C5'
H5'
0C16
0C16
H712'
H141
H142
H142
H131
Centroide anel 01’-C9Y’
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel 01’-C9’
Centroide anel C5’-C10’

Figura 3.6a.18 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 1 em 1k9g.
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PoORCAO CUMARINA-ESPACADOR 1

3.6a.19 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.19 Intera¢des de cumarina-espagador 1 em 2rou

Nucleotideo/atomo Dlsta'&r;ua ﬁ;g:}cz Nucleotideo/atomo l)iljt(aAr;c Atomo ligante
C21/0P2 3,27 C12 G8/04' 2,38 HM21'
C21/0P2 3,12 C13 C7/04' 2,21 H712'

C21/05' 3,16 C13 C7/04' 2,67 H711'
c21/cs' 2,97 ocC2' G6/N3 2,63 HM11'
C21/H5'1 2,34 oc2! C21/0P2 2,54 H141
C7/04' 3,37 c72' C21/0P2 2,64 H131
C7/04' 2,73 c71' Cc21/05' 2,25 H131
C7/02 3,23 cm2' C21/0P2 2,56 H22
G8/04' 3,10 cm2' G6/H21 2,52 Centroide anel C5’-C10’
C21/05' 3,10 N15 C7/centréide N1-C6 2,65 H6’
Cc21/05' 2,72 HN15 G20/N2 3,71 Centroide anel C5’-C10’
c21/04' 2,44 HN15 G20/centréide N1-C6 3,91 Centroide anel 01’-C9’
C7/02 2,25 HM21'

Figura 3.6a.19 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 1 em 2rou.
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PoORCAO CUMARINA-ESPACADOR 1

3.6a.20 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.20 Interagdes de cumarina-espagador 1 em 2da8

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

A4/N3
A4/03'
T5/04'
T5/02
T5/02
A4/N3
T5/04'
T5/04'
A2/N7
A4/H2
A2/centréide N1-C6
A2/centréide C4-N9
T3/centréide N1-C6

3,14969
3,24995
2,7224
3,04712
2,2047
2,11413
2,5541
2,10975
2,43536
3,02
3,28
3,44
3,77

c71

cMm1'

cMm1'

CcMm2'

HM22'

H712'

HM11'

HM13'

H122
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel 01'-C9’
Centroide anel 01'-C9’
Centroide anel 01’-C9’

Figura 3.6a.20 InteracBes (em A) de cumarina-espacador 1 em 2da8.
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PoRCAO CUMARINA-ESPACADOR 2

3.6a.21 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.21 InteragGes de cumarina-espagador 2 em 1g3x

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
T19/02P 3,00616 C17
T19/02P 3,01561 C18
T20/02P 3,33956 C18
T20/02P 3,19605 C20
T19/C2’ 2,73529 ocC2'
T19/H2’1 2,74789 ocC2'
T19/H2'2 2,12415 oc2'
A6/04’ 2,88845 c71'

A5/N3 3,23767 cm1'
A6/N3 2,34021 H721'
A6/04’ 2,73507 H722'
A6/04’ 2,40237 H711'
A5/N3 2,24526 HM12'
T19/02P 2,37003 H171
T19/02P 2,40953 H181
T19/05’ 2,57618 H181
T20/02P 2,4104 H202
A6/centrdide N1-C6 3,36 Centroide anel C5’-C10’
A5/centrdide N1-C6 2,92 H5’

240, % . 212 A% 237
\ Q , MW N ".s»u \\ ‘ —
/‘éz | /2,92 3%
2,24 S
/) A5 - Gr
T20

Figura 3.6a.21 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 2 em 1g3x.
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PoRCAO CUMARINA-ESPACADOR 2

3.6a.22 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.22 InteragGes de cumarina-espagador 2 em 1d67

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
A3/N7 3,25 C12
A3/N7 2,19 H122
G2/06 2,89 C18
G2/N7 3,37 C19
G2/06 2,72 C19
T1/C2 2,87 ocC2'
T1/H 2,27 oc2'
A6/04’ 2,96 Cc72'
A6/04’ 3,24 c71'
A6/N3 2,56 H721'
A6/04 2,43 H722'
T4/04 2,66 H141
G2/06 2,29 H181
G2/06 2,18 H191
G2/06 2,55 H201
A6/centrdide N1-C6 3,56 Centroide anel C5’-C10’
G2/N2 3,27 Centroide anel C5’-C10’
G2/centréide N1-C6 3,50 Centroide anel 01’-C9’
T1/centréide N1-C6 3,12 ocz
T1 " -l
==~ A6
= 12,43/
4 156 1
—l ' \i3,56
2,87 =G S
' a | c5

i\‘;'.;- '_ &
‘\i 2,18 /
A3 I & :
T4 Nerzes ©

Figura 3.6a.22 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 2 em 1d67.
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PoRCAO CUMARINA-ESPACADOR 2

3.6a.23 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.23 Interagdes de cumarina-espagador 2 em 1k9g

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

c2/04’
c2/04’
G6/05’
G6/02P
G6/N2
G6/02P
G6/02P
C2/02
C2/05’
c2/o4
c2/o4
C1/02
G6/centrdide C4-N9
G5/centrdide C4-N9
G6/centrdide C4-N9
G6/centrdide N1-C6
G5/centréide N1-C6
C2/centréide N1-C6

3,12
2,86
2,74
3,03
3,18
2,68
2,31
2,74
2,61
2,62
2,05
2,70
3,66
3,52
2,27
3,06
3,78
2,84

c18
C19
H8'
cMm1'
N15
HM23'
HM12'
H212
H172
H182
H192
H211
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel 01’-C9Y’
Centroide anel 01’-C9Y’
Centroide anel 01’-C9Y’
H212

Figura 3.6a.23 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 2 em 1k9g.
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PoRCAO CUMARINA-ESPACADOR 2

3.6a.24 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.24 InteragGes de cumarina-espagador 2 em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
C23/03' 3,40 C12
C23/04' 2,36 H122
Cc7/04' 3,18 C20
Cc7/04' 2,75 C21
C21/05' 3,26 C5'
C21/04' 2,67 C5'
C21/05' 2,86 ce'
C21/04' 3,02 ce'
C21/04' 2,02 H5'
C21/05' 2,02 H6'
C21/04' 2,77 H6'
G20/N2 2,37 0C16

G20/H21 2,52 0C16

G20/H22 2,44 0C16

C7/02 2,20 H212

G6/N3 2,13 H191

Cc7/04' 2,00 H211
G20/centréide N1-C6 3,74 Centroide anel 01’-C9’
C21/centrdide N1-C6 4,01 Centroide anel C5’-C10’

C7/centréide N1-C6 2,96 H211

Figura 3.6a.24 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 2 em 2rou.
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PoRCAO CUMARINA-ESPACADOR 2

3.6a.25 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.25 InteragOes de cumarina-espagador 2 em 2da8

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante

A4/05' 3,18 C12

A4/05' 2,50 H121

T5/0P1 3,09 Ci4

T5/04' 3,17 C21

A2/N7 3,37 cm2'

A2/N7 2,51 HM22'

T5/04' 2,44 H212

T5/0P1 2,11 H142

A4/03' 2,32 H181

A4/N3 2,76 H201

A4/03' 2,67 H211
A2/centrdide N1-C6 3,34 Centroide anel 01’-C9’
A4/centréide N1-C6 3,79 Centroide anel 01’-C9’
A2/centréide C4-N9 3,28 Centroide anel C5’-C10’
T3/centréide C4-N9 3,60 Centroide anel C5’-C10’

A2 .

Figura 3.6a.25 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 2 em 2da8.
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PORCAO CUMARINA-ESPACADOR 3

3.6a.26 Receptor 1g3x

Tabela 3.6a.26 InteragGes de cumarina-espagador 3 em 1g3x

Distancia Atomo Distancia

Nucleotideo/dtomo Nucleotideo/dtomo Atomo ligante

(A) ligante (A)
T20/01P 3,37 C12 A6/04’ 2,36 H721'
T19/01P 3,22 C13 A5/N3 2,12 H722'
T19/05’ 3,29 C13 A6/N3 2,17 H711
T20/01P 2,31 H122 A6/04’ 2,59 H712
T19/02P 3,30 N17 A6/N3 2,71 H712
T19/05’ 3,33 N17 T20/02P 2,53 H201
T20/02P 3,11 N17 T20/02P 2,60 H202
T20/02P 3,05 C20 T19/01P 2,73 H131
T19/C2’ 3,08 ocC2' T19/05’ 2,28 H131
T19/H2'1 3,16 oc2! T19/01P 2,70 H132
T19/H2’2 2,12 oc2! T19/02P 2,32 HN17
T20/C5’ 3,14 ocC2' T19/05’ 2,66 HN17
T20/C4’ 3,13 oc2! T19/centréide N1-C6 3,79 Centroide anel 01’-C9’
T20/CY1’ 3,26 oc2! T20/centréide N1-C6 3,71 Centroide anel 01’-C9’
T20/H5’1 2,41 oc2! A5/centréide N1-C6 3,95 Centroide anel C5’-C10’
A5/N3 3,17 Cc72' A6/centréide N1-C6 3,90 Centroide anel C5’-C10’
A6/04’ 3,31 c72'

Figura 3.6a.26 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 3 em 1g3x.
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PORCAO CUMARINA-ESPACADOR 3

3.6a.27 Receptor 1d67

Tabela 3.6a.27 InteragGes de cumarina-espagador 3 em 1d67

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

T4/02
C5/04’
C5/04
C5/02
A6/04
G2/N7
G2/N7
G2/N7
G2/06
G2/N2
G2/06
G2/N7
G2/N7
A6/04’
C5/02
T4/02
C5/04’
A6/04
Cc5/04
G2/centréide N1-C6
T1/centréide N1-C6
G2/centréide C4-N9
A6/centréide N1-C6

3,17
3,07
3,38
3,03
2,79
2,62
3,37
3,34
2,96
3,12
2,21
2,33
2,28
2,20
1,94
2,74
3,27
2,48
2,08
3,30
3,52
2,83
2,64

C13
N17
C19
C19
Cc21
H8'
cm1!
cm2!
cm2!
N15
HM22'
HM23'
HM12'
H212
H191
H131
H131
H211
HN17
Centroide anel 01’-C9’
Centroide anel C5’-C10’
H8'’
0C16

Figura 3.6a.27 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 3 em 1d67.



ANEXO 3.6 Experimento 4.2 PORGOES PBD E CUMARINA MAIS OS ESPACADORES

160

PORCAO CUMARINA-ESPACADOR 3

3.6a.28 Receptor 1k9g

Tabela 3.6a.28 Interagdes de cumarina-espagador 3 em 1k9g

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

T3/01P
Cc2/03’
c2/04’
C1/02
c2/o04
G6/04’
G6/N7
C2/02
G5/N2
G5/H
Cc2/C2
C2/02
G6/N7
c2/04’
C2/02
c2/04’
C1/02
T3/01P
c2/04
T3/C5’
G5/centréide C4-N9
G6/centrdide C4-N9
G5/centréide N1-C6
G6/centrdide N1-C6

3,20
3,05
3,17
3,15
3,06
2,14
3,28
3,21
2,77
2,66
3,30
3,40
2,37
2,64
2,39
2,34
2,05
2,51
2,54
3,16
3,49
3,30
3,16
3,62

C13
Ci4
C18
Cc20
C21
H5'
cm1!
0C16
0C16
0C16
N15
N15
HM11'
H212
H212
H182
H201
H132
H211
0Ci14
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel C5’-C10’
Centroide anel 01’-C9Y’
Centroide anel 01’-C9’

Figura 3.6a.28 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 3 em 1k9g.



ANEXO 3.6 Experimento 4.2 PORGOES PBD E CUMARINA MAIS OS ESPACADORES

161

PORCAO CUMARINA-ESPACADOR 3

3.6a.29 Receptor 2rou

Tabela 3.6a.29 InteragGes de cumarina-espagador 3 em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
C7/04' 2,84 C19
G6/N3 3,24 C20
Cc7/04' 2,84 c21
C21/05' 3,20 Ce'
C21/04' 3,28 Ce'
C21/04' 2,21 H5'
C21/05' 2,37 H6'
C21/04' 2,75 H6'
C21/0P2 3,01 cm1!
G20/N2 2,74 0C16
G20/H21 2,57 0C16
C21/0P2 2,55 HM22'
C21/0P2 2,62 HM12'
C21/0P2 2,45 HM13'
C7/04' 2,16 H212
C7/04' 2,08 H192
G6/N3 2,24 H201
G6/N3 2,65 H131
G20/centréide C4-N9 3,95 Centroide anel C5’-C10’
G20/centréide N1-C6 3,38 Centroide anel 01’-C9’
G20/centréide N1-C6 3,69 Centroide anel 01’-C9’
G20

Figura 3.6a.29 Interacdes (em A) de cumarina-espacador 3 em 2rou.
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PORCAO CUMARINA-ESPACADOR 3

3.6a.30 Receptor 2da8

Tabela 3.6a.30 InteragOes de cumarina-espagador 3 em 2da8

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante

T3:03' 3,19 C13

A4:04' 3,38 N17

A4:03' 3,23 C19

T5:04' 3,22 C19

A4:N3 3,00 N15

T5:02 2,75 H212

T5:04' 2,46 H192

A4:03' 2,14 H191

T5:04' 3,04 H191

A4:N3 2,72 H201

T3:03' 2,37 H132

A4:05' 2,73 H132

A4:04' 2,40 HN17
A2/centréide C4-N9 3,37 Centroide anel C5’-C10’
T3/centréide N1-C6 3,89 Centroide anel C5’-C10’
A2/centréide N1-C6 3,65 Centroide anel 01’-C9’
A2/centréide N1-C6 3,07 Centroide anel 01’-C9’

Figura 3.6a.30 InteracBes (em A) de cumarina-espacador 3 em 2da8.
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Nesta secdo estdo os resultados do Experimento 4.3, descritos no Capitulo 3,
Secdo 3.2.3. Foi estudada a formacao dos complexos com ligantes completos 1,2e3 e
os DNA-receptores sdao foram 1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 2da8. Os dados para 1g3x se

encontram no Anexo 3.2 e para 2da8, no Anexo 3.3.
LIGANTE 1

3.7a.1 Receptor 1d67

Tabela 3.7a.1 Interagbes do ligante 1 em 1d67

Nucleotideo/dtomo Dlsta:naa Atomo Nucleotideo/dtomo D|staonC|a Atomo ligante
(A) ligante (A)

T1/04 3,08 Clla T4/02 2,32 H5'
HT1/04 2,56 H11A C5/04’ 2,50 H5'

T1/04 3,19 C1l Cc5/04 2,35 H6'

T1/04 2,54 H11 C5/02 2,74 H6'
A6/04’ 3,02 C12 C5/02 2,46 HN15
C5/02 2,95 C13 C5/02 2,62 H132
T4/C1’ 3,02 0C2' C5/02 2,34 H131

T4/H 1,98 0C2' G2/N2 2,40 H131
C5/C5’ 3,09 oc2' A6/04’ 2,46 H122

C5/H 2,30 oc2' A6/centrdide N1-C6 3,56 Centrdide anel A
T4/02 2,42 Cc2' C5/centréide N1-C6 2,47 N10
T4/C1’ 2,97 o1' G2/centréide N1-C6 2,65 o]e)

T4/H 2,11 o1' T4/02 2,84 Centréide 01’-C9Y’
C5/04’ 3,13 C5' A3/H2 2,89 Centroide C5’-C10’
C5/04’ 3,07 Ce'

Figura 3.7a.1 Interacdes (em A) do ligante 1 em 1d67.
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LIGANTE 1

3.7a.2 Receptor 1k9g

Tabela 3.7a.2 Interagdes do ligante 1 em 1k9g

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

G6/N7
G6/N7
G6/06
A4/N3
A4/N3
A4/N3
T3/02
A4/04’
G5/03’
G5/N3
G5/04’
G5/03’
A4/04'
T3/02
A4/04’'
T3/02
A4/04’
T3/02
G6/Centroide N1-C6
G5/Centréide N1-C6
G5/Centroide C4-N9
G6/Centroide C4-N9

3,24
2,23
2,51
2,42
3,11
2,91
2,68
2,98
3,21
2,77
2,24
2,41
2,71
2,53
2,63
2,66
2,68
2,30
3,28
3,42
2,69
2,98

Clla
H11A
H11A
o1'
c9'
cs8'
cMm1'
cMm1'
cMm2'
H721'
H722'
HM21'
H711'
HM11'
HM11'
HM12'
HM12'
HM13'
Centrdide anel A
Centrdide anel A
N10
H11A

Figura 3.7a.2 Interacdes (em A) do ligante 1 em 1k9g.
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LIGANTE 1

3.7a.3 Receptor 2rou

Tabela 3.7a.3 InteragGes do ligante 1 em 2rou

Nucleotideo/atomo DISEESCIa ﬁ;g:}cz Nucleotideo/atomo Dlstzr)\ua Atomo ligante
C21/05' 3,21 C1 G6/04' 2,64 c10'
C21/04' 3,10 C1 C5/04' 3,24 cMm1'
C21/N1 2,33 H11 C5/03' 2,92 CMm2'
C21/05' 2,27 H12 G6/N3 2,67 N15
C21/04' 2,24 H12 G6/N3 1,71 HN15
G22/N2 2,51 0ocC2' C5/03' 2,03 HM22'
G22/H22 1,89 0ocC2' C5/04' 2,54 HM13'
G6/H1' 3,18 c2! C7/04' 2,59 H142
G22/H22 2,67 Cc2' G6/N3 2,69 H122

C5/02 3,15 o1' C7/04' 2,34 H121
G22/N2 3,22 o1' G20/centréide N1-C6 3,07 Centréide anel A
G22/H21 2,97 o1' C7/centréide N1-C6 2,99 0C8
G22/H22 2,78 o1' C21/centréide N1-C6 2,35 H11
G6/04' 3,15 c9' G6/04’ 2,86 Centroide 01’-C10’

\ N g o
! 3 . \x Y,

G6, < 2 2.26
~ LT A 12 21

Figura 3.7a.3 Interacdes (em A) do ligante 1 em 2rou.
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LIGANTE 2

3.7a.4 Receptor 1d67

Tabela 3.7a.4 InteragGes do ligante 2 em 1d67

Nucleotideo/atomo Dls:aA?C|a ;?;::;2 Nucleotideo/atomo Dls'zzr;cna Atomo ligante
G2/06 3,05 Clila HN15 - /T4/02 1,82 HN15
G2/06 2,14 H11A H721' - /A3/04’ 2,04 H721'
G2/N2 2,94 0C8 HM23' - /G2/04’ 2,45 HM23'

G2/H 2,55 0C8 H142 - /C5/02 2,64 H142
C5/C2’ 2,95 0ocC7 H172 - /C5/04’ 2,53 H172
c5/c1’ 2,89 0oc7 H172 - /C5/02 2,71 H172
C5/02 2,97 C13 H131 - /C5/03’ 2,68 H131
A6/N7 3,12 CM H131 - /A6/05’ 2,87 H131
A6/N7 2,38 HM2 H131 - /A6/04’ 2,76 H131
C5/02 3,07 C14 H132 - /C5/04’ 2,64 H132
T4/C4’ 3,17 oc2! H132 - /C5/02 2,32 H132
T4/C1’ 2,78 oc2! H211 - /T4/03’ 2,75 H211

T4/H 2,64 0ocC2' T1/centrdide N1-C6 3,28 N10

T4/H 2,08 0ocC2' G2/centréide N1-C6 2,99 HC9
C5/02 3,10 cs' C5/centrdide N1-C6 3,67 Centrdide anel A
C5/04’ 2,74 H4' A6/centréide N1-C6 4,40 Centrdéide anel A
C5/02 2,51 H5' G2/H22 3,05 Centrdide C5’-C10’
A3/04 2,78 c72' A3/N2 2,98 Centrdide 01’-C9’
T4/02 2,83 N15 A6/centréide C4-N9 2,54 H121

Figura 3.7a.4 Interacdes (em A) do ligante 2 em 1d67
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LIGANTE 2

3.7a.5 Receptor 1k9g

Tabela 3.7a.5 InteragGes do ligante 2 em 1k9g

Nucleotideo/dtomo Dlsta'&r)\aa i?gtzrﬂz Nucleotideo/dtomo DIS:;?CIa Atomo ligante
G6/N7 2,97 Clla A4/N3 2,24 H8'
G6/N7 2,10 H11A G5/N3 2,02 HM21'
G5/N7 3,05 C3 A4/N3 2,49 HM22'
G6/N2 2,92 0C8 A4/04’ 2,54 H711'
G6/H 2,45 0C8 A4/03’ 2,44 HM11'
G5/N9 2,71 HC11 C2/02 2,39 H142
G5/N7 2,28 H32 c2/04’ 2,20 H141
Cc2/04’ 3,14 C14 G6/centrdide N1-C6 3,91 Centrdide anel A
G5/N2 2,38 0oc2' G5/centréide N1-C6 3,89 Centréide anel A
G5/H 1,78 oc2' C1/centréide N1-C6 2,69 0ocC7
A4/C2 3,05 o1' C2/centréide N1-C6 2,75 HM3
A4/H 2,16 o1' A4/04’ 3,27 Centréide 01’-C9’
A4/N3 3,26 cs'

Figura 3.7a.5 Interacdes (em A) do ligante 2 em 1k9g.
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LIGANTE 2

3.7a.6 Receptor 2rou

Tabela 3.7a.6 InteragGes do ligante 2 em 2rou

Nucleotideo/atomo Distancia (A) Atomo ligante
G6/05' 2,52 H22
G6/N7 3,24 Cc3
G6/N7 2,48 H32
G6/H1' 3,15 oc2'
C7/C5' 2,56 oc2'
c7/ca 2,48 ocC2'
C7/H5' 1,86 oc2'
C7/H4' 2,27 oc2'
G6/C1' 3,19 o1
G6/H1' 2,27 o1'
G6/04' 3,28 cm1'
C23/02 2,75 cm2'
C23/02 2,21 HM23'
G24/04' 2,50 HM23'
G6/04' 2,36 HM11'
C5/02 2,62 HM13'
C21/04' 2,49 H172
C21/05' 2,62 H131
C21/04' 2,51 H131
C7/02 2,34 H211

G6/centrdide N1-C6 4,21 Centréide anel A

G6/centrdide C4-N9 3,02 H142
G5/H1’ 2,52 Centroide 01’-C9Y’

Figura 3.7a.6 Interacdes (em A) do ligante 2 em 2rou
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LIGANTE 3

3.7a.7 Receptor 1d67

Tabela 3.7a.7 InteragGes do ligante 3 em 1d67

Nucleotideo/atomo Dlst'a&;ma ﬁ;::lg Nucleotideo/atomo Dlstzr)\ua Atomo ligante

T1/04 2,40 H11A T4/04' 2,72 H5'

T1/H 2,61 N4 C5/02 2,28 H8'
A6/C2 2,85 oc7 G2/04 2,76 HM21'
A6/H 2,59 oc7 A6/04 2,21 HM11'
A6/04’ 3,02 C13 T4/02 2,67 H201
C5/02 2,36 N17 C5/04’ 2,62 H202

T4/H 2,71 oc2' A6/04 2,03 H131

C5/H 2,45 oc2' C5/02 1,36 HN17
C5/02 cs' G2/centrdide N1- 4,03 Centrdide anel A

3,00 6

G2/N2 3,05 N7' A6/centréide N1-C6 4,09 Centrdide anel A
G2/H 2,23 N7' A6/centréide N1-C6 2,49 (o]}
T4/04’ 2,65 H4' A3/H2 2,97 Centrdéide 01’-C9’

Figura 3.7a.7 Interacdes (em A) do ligante 3 em 1d67.
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LIGANTE 3

3.7a.8 Receptor 1k9g

Tabela 3.7a.8 InteragGes do ligante 3 em 1d67

Nucleotideo/4tomo Disté:ncia Atomo Nucleotideo/4tomo Distéoncia Atomo
(A) ligante (A) ligante
G6/N7 2,43 H11A G5/03’ 3,28 cm2!
G5/N7 3,11 c3 G5/H 2,63 0C16
G5/N7 3,08 N4 T3/02 3,39 N15
G6/N2 2,98 0C8 T3/02 2,52 HN15
G6/H 2,49 0C8 G5/N3 2,57 H721'
C1/02 3,30 C13 G5/04’ 2,20 H722'
C2/02 3,37 Cc20 G5/03’ 2,34 HM21'
T3/04 3,06 Cc20 A4/04 2,07 HM12'
G5/H 2,49 C21 T3/02 2,05 HM11'
T3/02 2,51 ocC2' A4/04 2,55 HM13'
T3/HY’ 2,71 ocC2' T3/04 2,05 H201
A4/Cr 3,00 0oc2' C2/02 2,36 H202
G5/04’' 2,97 C5' T3/04’ 3,20 H202
A4/N3 2,55 cs' c2/o4 2,65 H131
G5/04’' 1,97 H5' C1/02 2,40 H132
A4/N3 1,98 H8' G5/Centroide N1-C6 3,21 N10
G5/04' 3,14 c72' G6/Centroide N1-C6 3,00 HC9
T3/02 2,84 cm1' C1/Centroide N1-C6 2,96 oc7
A4/04 2,73 cm1' C2/Centroide N1-C6 2,87 H122

Figura 3.7a.8 Interacdes (em A) do ligante 3 em 1k9g.
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LIGANTE 3

3.7a.9 Receptor 2rou

Tabela 3.7a.9 InteragGes do ligante 3 em 2rou

Distancia Atomo Distancia

Nucleotideo/dtomo Nucleotideo/dtomo Atomo ligante

(A) ligante (A)

G20/H22 2,77 0C8 G4/N3 2,45 HM12'
C7/02 3,13 CM G4/N3 2,64 HM11'
G8/04' 3,28 CM G4/N3 2,70 HM13'
C7/02 2,60 HM3 G6/N3 2,63 H212
G8/04' 2,70 HM3 G22/04' 3,00 H181
C7/02 2,74 HM?2 C21/02 2,33 H182
G6/N3 3,24 C20 G22/N3 2,77 H201
cs5/c1' 3,05 o1' G6/N3 2,50 H202
C5/H1' 2,22 o1' G22/N3 3,23 H202

G24/04' 1,95 H5' G20/centréide anel N1-C6 3,85 Centréide anel A
C5/04' 2,37 H8' G20/centréide anel C4-N9 3,29 Centréide anel A
G4/N3 2,79 CMm1' G6/centrdide anel N1-C6 2,70 Centréide C5’-C10’

Figura 3.7a.9 Interacdes (em A) do ligante 3 em 2rou.
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Nesta secdo estdo os resultados do Experimento 4.0, descritos no Capitulo 3,

Sec¢ao 3.2.4. Os calculos de docking foram realizados com o DNA-receptor 2ky7. Foram

investigadas as porg¢des que influem na intercalagao.

3.8a.1 PBD-espagador do ligante 2ky7

Tabela 3.8a.1 InteragGes da PBD-espagador do ligante 2ky7 no DNA-receptor 2ky7

Nucleotideo/atomo

Distancia (A)

Atomo ligante

A4/N7
T17/04'
T16/02

A5/N7

T6/02

T7/04'

A5/N7
T16/04'
DT6/02

T7/04'
T17/04'
T16/02

T7/04'

A4/centroide N1-C6
A5/centroide N1-C6
T17/centroide N1-C6
T17/centroide N1-C6

2,99
3,21
2,54
2,78
3,09
3,31
2,17
2,57
2,62
2,29
2,29
1,50
2,60
3,78
3,60
2,66
2,85

05
Cci4
N16
C1A
C20
C20
H1A
H18
H20A
H20A
H14
HN16
H32
Centroide anel A
Centroide anel A
H14
H13A

Figura 3.8a.1 Interacdes (em A) da PBD-espacador do ligante 2ky7 no DNA-receptor 2ky7.
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3.8a.2 Ligante naftalimida-espac¢ador

Tabela 3.8a.2 InteragGes da naftalimida-espagador do ligante 2ky7 no receptor 2ky7

Nucleotideo/atomo Dls’:aAr;ua ﬁ;g:;g Nucleotideo/atomo Dls’zzr)ma Atomo ligante
T7/02 2,80 C13 T6/02 2,33 H21
G8/04' 2,87 C13 T7/04' 2,41 H21
T7/04' 3,34 C14 T16/02 2,32 H21A
T16/02 3,40 C17 T17/04' 2,10 H23
T16/02 3,15 N19 T17/02 2,64 H23A
T6/02 2,93 C21 T7/02 2,46 H13
T16/02 3,24 Cc21 G8/04' 2,50 H13
T17/04' 3,08 C23 T7/02 2,51 H13A
T16/C2' 3,23 025 T7/04' 2,40 H14A
T16/C1' 3,04 025 T7/02 2,56 H14A
T16/H2" 2,55 025 A15/N3 2,54 H15A
T16/H1' 2,23 025 G8/04' 2,37 H26
T16/04' 2,56 H17 A4/centroide N1-C6 3,48 Centroide C30-C31
T16/02 2,54 H17 AS5/centroide N1-C6 3,78 Centroide C30-C31
T17/04' 2,69 H18A T17/centroide N1-C6 3,12 025
T6/02 2,72 H20A T16/centroide N1-C6 3,55 Centroide C26-C27

Figura 3.8a.2 Interacdes (em A) da naftalimida-espagador do ligante 2ky7 no receptor 2ky7.
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3.8a.3 Ligante 2ky7-cumarina
Tabela 3.8a.3 Interagdes do ligante 2ky7 substituido com porgdo cumarina no receptor 2ky7
Nucleotideo/dtomo Dls’:aAr;ua ﬁ;g:}cz Nucleotideo/dtomo Dls'zzr)\aa Atomo ligante
A5/04' 2,54 CM T17/04' 2,63 H15A
A4/C2 2,98 oc7 T16/04 2,44 H11A
A4/H2 2,65 oc7 T16/02 1,81 HN16
T17/04" 3,04 C15 T7/04' 2,52 H32
T16/02 2,83 N16 T16/H5' 2,72 o1
T7/04' 3,27 C20 G8/04' 2,92 c4'
T16/03' 2,69 H17A G8/N3 2,48 H4'
T7/04' 2,52 H20A G8/N3 2,67 H5'
T17/02 2,20 H13 T7/H1' 2,33 0C2
T17/02 2,56 H13A G8/C1' 3,25 0C2
T17/N3 2,48 H13A A15/H4’ 2,26 Centroide C5’-C10’
A5/04' 2,25 H12A  T17/centroide N1-C6 2,86 H13a
A5/04' 2,19 H12B Ti16/centroide N1-C6 2,77 HN10
T16/02 2,53 H14 A4 /centroide N1-C6 3,23 Centroide anel A
T17/04' 2,50 H15 A5/centroide N1-C6 3,68 Centroide anel A

Figura 3.8a.3 Interacdes (em A) do ligante 2ky7 substituido com cumarina no receptor 2ky7.
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3.8a.4 Ligante 1-naftalimida

Tabela 3.8a.4 Interagdes do ligante 1 substituido com porg¢do naftalimida no receptor 2ky7

Nucleotideo/atomo Dls’:aAr;ua ﬁ;g:;g Nucleotideo/atomo Dls’zzr)ma Atomo ligante
A5/04' 3,03 C10 T17/04' 2,74 N15
A5/04' 2,23 H21 T17/04' 2,03 HN15
T17/04 2,33 H23 T16/02 2,07 H132
A15/N3 2,56 H31 T16/04' 2,57 H122
G8/04' 2,52 H11A T17/0P1 2,75 @)Y/

G8/N3 3,10 C1 T17/0P1 2,46 HM1
T9/04' 3,27 C1 T17/0P1 2,33 HM3
T9/04' 2,33 H11 A5/centroide N1-C6 3,52 Centroide N1-C14
G8/N3 2,48 H12 A4/centroide N1-C6 3,98 Centroide N1-C14
A15/C1' 2,97 N10 A4/centroide N1-C6 3,37 Centroide C8-C12
A15/H1' 2,09 N10 AS5/centroide C4-N9 3,89 Centroide C8-C12
A5/C2 3,16 0C16  A4/centroide C4-N9 3,24 Centroide C8-C12
A5/H2 2,29 0C16 T16/H5’ 2,84 Centroide anel A

A4
T17 i

Figura 3.8a.4 Interacdes (em A) do ligante 1 substituido com naftalimida no receptor 2ky7.
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Nesta secdo estdo os resultados do Experimento 5.0, descritos no Capitulo 3,
Secdo 3.2.5. Os cdlculos de docking foram realizados com os DNA-receptores receptores

1g3x, 1d67, 1k9g, 2rou e 2da8 e o ligante em todos os casos foi a daunomicina.

3.9a.1 Receptor 1g3x

Tabela 3.9a.1 Interagdes do complexo 1g3x-daunomicina (intercalagdo em AA)

Nucleotideo/dtomo Dist%ncia Atomo Nucleotideo/dtomo Distéuncia Atomo
(A) ligante (A) ligante
T19/H5M3 2,43 08 T20/04’ 2,57 017
T19/C5M 2,49 010 T20/H5’1 2,53 017
T19/H5M1 2,13 010 T19/02P 2,60 H
T19/H5M3 1,98 010 T19/02P 2,27 H
T19/02P 2,79 012 T19/05’ 2,68 H
T19/C5M 3,05 012 T19/02P 2,34 H
T19/H5M1 2,16 012 T19/01P 2,78 H
T19/H6 2,27 012 T19/02P 1,95 H
T20/02P 2,74 013 T20/04’ 1,72 H
T20/H 2,41 013 T20/N1 2,58 H
T19/02P 2,88 C14 A5/centroide C4-N9 2,81 H
T19/02P 2,68 014 A5/centroide N1-C6 3,68 Centroide C1-C20
T20/02P 3,42 C15 A6/centroide N1-C6 3,64 Centroide C1-C20
T19/C2’ 3,15 017 T20/centroide N1-C6 4,08 Centroide C5-C6
T19/H2’2 2,09 017 T20/centroide N1-C6 3,85 Centroide C8-C9
T20/C5’ 3,39 017 T19/centroide N1-C6 3,69 Centroide C8-C9

Figura 3.9a.1 Interacdes (em A) do complexo 1g3x-daunomicina (intercalacdo em AA).
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3.9a.2 Receptor 1d67

Tabela 3.9a.2 InteragGes do complexo 1d67-daunomicina (intercalagdo em AC)

Nucleotideo/atomo Dlst?nma A'tomo Nucleotideo/atomo Dlstenaa Atomo
(A) ligante (A) ligante

C5/02 3,12 08 A6/04’ 2,46 H4
A6/04 3,47 08 A3/04’ 2,46 H8
G2/N2 2,98 010 A3/04’ 2,43 H10

G2/H 2,29 010 G2/04’ 2,41 H13
G2/N2 3,10 012 A6/N7 2,41 H15
G2/N3 3,01 012 C5/02 2,54 H21

G2/H 2,22 012 T4/02 1,87 H22

G2/H 2,14 012 C5/04’ 1,98 H23
A3/04 3,16 012 C5/02 2,76 H23
G2/c4 3,39 013 A3/N3 2,57 H24

G2/H 2,47 013 A3/N3 2,42 H26
A3/04’ 3,05 C14 T4/04’ 2,29 H28
G2/04 3,46 C15 C5/centroide N1-C6 3,59 04
C5/02 3,23 c3' A6/centroide N1-C6 4,06 Centroide C5-C6
T4/02 2,76 N3' A6/centroide N1-C6 3,95 Centroide C8-C9
C5/04’ 3,04 N3' G2/centroide N1-C6 3,91 Centroide C8-C9
A3/N3 3,24 c4' C5/centroide N1-C6 3,93 Centroide C5-C6
T4/04' 3,26 c6' C5/centroide N1-C6 3,95 Centroide C1-C20
T4/H 2,62 ce'

Figura 3.9a.2 Interacdes (em A) do complexo 1d67-daunomicina (intercalagdo em AC).
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3.9a.3 Receptor 1k9g

Tabela 3.9a.3 InteragGes do complexo 1k9g-daunomicina (intercalagdo em GG)

Nucleotideo/4tomo Dlstaunua A.tomo Nucleotideo/4tomo Dlsta:naa Atomo
(A) ligante (A) ligante

G5/H 2,69 08 T3/04' 2,38 H8

G6/H 2,78 08 C2/02 2,64 H13
G5/N2 2,39 010 G6/N7 2,33 H15

G5/H 1,52 010 G6/06 2,70 H15
C2/02 2,91 012 G5/N2 2,64 H21
T3/04’ 3,19 012 G5/N3 2,09 H21
G5/N2 2,81 012 A4/N3 2,54 H22

G5/H 2,36 012 G5/04’ 1,69 H23

G5/H 2,58 012 T3/02 2,67 H24
C2/02 3,28 C15 A4/04 2,05 H25
G6/N7 3,22 C21 T3/02 2,45 H26
G5/N3 3,03 c3' G5/N2 2,43 H26
G5/04’ 2,75 N3' A4/04 2,19 H27
T3/02 3,33 c4' T3/04’ 2,67 H28
A4/04 3,06 04' T3/02 2,49 H29
T3/02 3,00 C5' A4/04 2,11 H29
T3/02 3,04 ce' G5/centroide C4-N9 3,71 04
A4/04’ 2,58 c6' G5/centroide N1-C6 3,56 Centroide C8-C9
G6/04’ 2,44 H4 G5/centroide N1-C6 3,40 Centroide C5-C6
C2/02 2,42 H8 G6/centroide N1-C6 3,94 Centroide C5-C6

Figura 3.9a.3 Interacdes (em A) do complexo 1k9g-daunomicina (intercalacdo em GG).
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3.9a.4 Receptor 2rou

Tabela 3.9a.4 Interagdes do complexo 2rou-daunomicina (intercalagdo em GC)

Nucleotideo/4tomo Dlsta:nua Atomo Nucleotideo/4tomo Dlsta:naa Atomo
(A) ligante (A) ligante
G6/0P2 3,28 Cc3 C7/02 3,09 Cé6'
G6/0P2 2,38 04 G8/04' 3,27 Cé6'
G6/H2' 2,17 06 G6/0P2 2,68 H3
G6/N2 2,89 010 G20/N1 2,31 H6
G6/N2 2,32 012 G20/N3 2,53 H6
G6/H22 2,08 012 C21/02 1,85 H8
C21/02 2,82 012 G20/N3 2,34 H11
G20/C2' 2,74 013 C7/N1 2,64 H18
G20/c1’ 2,84 013 C7/04' 1,97 H19
G20/H2" 2,10 013 G6/N3 2,35 H20
G20/H1' 2,62 013 C7/02 2,61 H28
G20/N3 3,16 C14 G8/04' 2,43 H28
C21/N4 2,96 019 G20/N2 2,46 H29
C21/H42 2,49 019 G20/centroide C1-N6 2,10 H6
G6/N3 3,24 c2' G20/centroide C4-N9 3,45 013
Cc7/04' 2,90 c2' G6/centroide C1-N6 3,20 Centroide C8-C9
C7/04' 2,50 o4' G6/centroide C1-N6 3,28 Centroide C5-C6
C7/H4' 2,66 o4' G6/centroide C4-N9 3,43 Centroide C5-C6
C7/H1' 2,69 0O5' C7/centroide C1-N6 2,57 H18

Figura 3.9a.4 Interacdes (em A) do complexo 2rou-daunomicina (intercalagdo em GC).
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3.9a.5 Receptor 2da8

Tabela 3.9a.5 Interagdes do complexo 2da8-daunomicina (intercalagdo em AT)

Nucleotideo/4tomo D|sta°nC|a Atomo Nucleotideo/4tomo D|sta:nC|a Atomo
(A) ligante (A) ligante
A2/H2" 2,89 04 T5/02 2,20 012
A2/H8 3,35 04 A2/C2 3,24 012
T3/C5 3,28 04 A2/H2 2,20 012
T3/C7 3,33 04 A2/N3 3,35 c3'
T3/C6 3,29 04 G1/N2 2,90 N3'
T3/H73 2,58 04 G1/H22 1,97 N3'
T3/H6 3,25 04 A2/04' 2,93 N3'
A2/C2' 3,13 06 T3/04' 2,04 H4
A2/C1' 2,97 06 T5/02 1,20 H8
A2/H2" 2,42 06 A2/N3 2,33 H21
A2/H1' 2,50 06 A2/04' 1,89 H22
A2/C1' 3,29 08 A2/centroide C4-N9 3,38 Centroide C5-C6
A2/H1' 2,25 08 A2/centroide N1-C6 3,64 Centroide C5-C6
T3/04' 3,03 08 A2/centroide N1-C6 3,20 Centroide C7-C8
A2/C2 3,18 010 T3/centroide N1-C6 3,40 Centroide C1-C20
A2/H2 2,70 010 T3/centroide N1-C6 3,82 Centroide C1-C20

Figura 3.9a.5 Interacdes (em A) do complexo 2da8-daunomicina (intercalacdo em AT).
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