PUN)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

LETICIA VITORIA MIRANDA

INIBIDORES DE SEGUNDA GERACAOE A VIA
PI3K/AKT/MTOR: CARACTERIZACAO POR MODELAGEM
MOLECULAR

LAVRAS - MG
2025



LETICIA VITORIA MIRANDA

INIBIDORES DE SEGUNDA GERACAO E A VIA PI3K/AKT/MTOR:
CARACTERIZACAO POR MODELAGEM MOLECULAR

govb

Dissertagdo apresentada a  Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Poés-Graduagdo em
Agroquimica, area de concentragdo em
Quimica/Bioquimica, para obtenc¢ao do titulo
de Mestre.

Documento assinado digitalmente

ELAINE FONTES FERREIRA DA CUNHA
Data: 21/10/2025 17:00:15-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Elaine Fontes Ferreira da Cunha

Orientadora

Profa. Dra. Katia Julia de Almeida

Coorientadora

LAVRAS - MG
2025



Ficha Catalogrifica elaborada pelo Sistema de Geracio
de Ficha Catalogrifica da Biblioteca Universitaria da UFLA, com
dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

Miranda, Leticia Vitoria.
Inibidores de segunda geragdo e a via PI3K/Akt/mTOR : Caracterizacio por

modelagem molecular / Leticia Vitoria Miranda. - 2025.
123 p. 1l

Orientadora: Elaine Fontes Ferreira da Cunha
Coorientadora: Katia Juhia de Almeida

Dissertacio (Mestrado Académico) - Universidade Federal de Lavras, 2025.
Bibliografia.

1. Ancoramento Molecular. 2. Inibidores. 3. PI3K. 4. mTOR. 5. Modelagem
molecular. I. da Cunha , Elaine Fontes Ferreira . 1. de Almeida, Katia Julia . I11.
Universidade Federal de Lavras. IV, Titulo.




LETICIA VITORIA MIRANDA

INIBIDORES DE SEGUNDA GERACAO E A VIA PI3K/AKT/MTOR:
CARACTERIZACAO POR MODELAGEM MOLECULAR

SECOND-GENERATION INHIBITORS END THE PI3BK/AKT/MTOR PATHWAY:
CHARACTERIZATION BY MOLECULAR MODELING

Dissertagdo apresentada a  Universidade
Federal de Lavras, como parte das exigéncias
do Programa de Pos-Graduagdo em
Agroquimica, 4rea de concentragdo em
Quimica/Bioquimica, para obtenc¢do do titulo
de Mestre.

APROVADA em 23 de setembro de 2025

Prof®. Dra. Elaine Fontes Ferreira da Cunha - UFLA
Prof. Dr. Daniel Henriques Soares Leal - UNIFEI
Prof®. Dra. Daiana Teixeira Mancini - UFLA

Profa. Dra. Elaine Fontes Ferreira da Cunha
Orientadora

Profa. Dra. Katia Julia de Almeida
Coorientadora

LAVRAS - MG
2025



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Wania e Paulo, agradeco pelo amor incondicional, exemplo,
compreensdo € apoio, por ndo medirem esfor¢os para me ver alcancando meus objetivos, por
sempre acreditarem em mim e, principalmente, pela educagdo e pelos principios que me

deram.

A minha irma Cassiana, pela cumplicidade, apoio, amor, amizade, exemplo e

incontaveis ajudas.
A toda a minha familia, pelo carinho e amor sempre depositados em mim.

A todos 0os meus amigos € amigas, novos € antigos, por sempre estarem ao meu lado,

pelos incontaveis bons momentos e historias, conversas e trocas.

A Universidade Federal de Lavras, em especial ao Departamento de Quimica, por

proporcionar tantos aprendizados e oportunidades.

A minha orientadora, Profa. Dra. Elaine Fontes Ferreira da Cunha, € a minha
coorientadora, Profa. Dra. Kéatia Julia de Almeida, pela dedicacdo, paciéncia, compreensado e
pelos valiosos ensinamentos transmitidos ao longo desta jornada. Levarei sempre comigo o

exemplo inspirador de ambas e um carinho genuino pelo tempo que compartilhamos.

A todos do grupo Molecc, pelo suporte, pelas trocas de conhecimento e pelo incentivo
ao longo desta jornada.

O presente trabalho foi realizado com apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq).

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para que eu pudesse completar

minha Pods-graduagdo com €xito, meus sinceros agradecimentos.



"A mente que se abre a uma nova ideia

Jjamais voltara ao seu tamanho original."

Albert Einstein



RESUMO

A via de sinalizagao PI3K/Akt/mTOR desempenha um papel crucial na regulagao de varios
processos celulares, incluindo o ciclo celular, a sobrevivéncia celular, o metabolismo de
glicose e lipideos, e a apoptose. Esse complexo mecanismo envolve mais de 150 proteinas e
responde a sinais extracelulares, como fatores de crescimento e nutrientes, sendo essencial
para a manuten¢ao da homeostase celular. A disfungdo desta via esta intimamente associada
ao desenvolvimento de varias doengas, entre elas o cancer, doencas cardiovasculares ¢
disturbios neurodegenerativos. Em particular, no contexto do cancer, a superativacdo da via
PI3K/Akt/mTOR, tem sido fortemente relacionada a proliferagdo celular descontrolada, a
resisténcia a apoptose, € a sobrevivéncia celular, processos que juntos contribuem para o
crescimento e progressdo tumoral. Esses fatores tornam a via PI3K/Akt/mTOR um alvo
terapéutico de grande importancia no tratamento do cancer. A compreensdo dos mecanismos
de ativacdo e inibig¢do desta via oferece o conhecimento necessario para o desenvolvimento de
inibidores especificos das enzimas PI3Ka e mTOR. A inibi¢do seletiva ou simultanea dessas
proteinas pode interromper a sinalizagdo desregulada e, consequentemente, reduzir o
crescimento tumoral e potencializar a eficdcia dos tratamentos. A identificagdo de inibidores
eficazes e seletivos, que possam interferir na atividade dessa via, sdo destacados na literatura
como alvos emergentes de pesquisa cientifica em quimica medicinal. Para alcancar esse
objetivo, a aplica¢do de técnicas computacionais, como o ancoramento molecular (molecular
Docking), tem se mostrado uma metodologia fundamental para otimizagdo de tempo e
assertividade no desenvolvimento de farmacos. Neste trabalho, descritores moleculares
baseados nas energias de interagdo entre os ligantes e os residuos de aminoacidos do sitio
ativo das enzimas foram correlacionados com a atividade bioldgica (pICso) por meio de
regressao linear multipla (MLR). Os modelos apresentaram boa correlacdo e possibilitaram a
identificacdo de residuos-chave relacionados a poténcia dos inibidores. As propostas PA1-
PAS mostraram que substituintes volumosos em R3 favorecem a seletividade para mTOR,
enquanto grupos menores em R1 favorecem PI3Ka. J& os compostos PB1-PB5 confirmaram
que pequenas modificacdes em R3 modulam a seletividade entre as enzimas, com destaque

para PB1, seletivo para mTOR, e PB3, com potencial de inibi¢ao dual.

Palavras-chave: Ancoramento; Molecular; Inibidores; PI3K; mTOR; Modelagem molecu.



ABSTRACT

The PI3K/Akt/mTOR signaling pathway plays a crucial role in regulating various cellular
processes, including the cell cycle, cell survival, glucose and lipid metabolism, and apoptosis.
This complex mechanism involves more than 150 proteins and responds to extracellular
signals, such as growth factors and nutrients, being essential for maintaining cellular
homeostasis. Dysfunction of this pathway is closely associated with the development of
several diseases, including cancer, cardiovascular diseases, and neurodegenerative disorders.
In particular, within the context of cancer, hyperactivation of the PI3K/Akt/mTOR pathway
has been strongly linked to uncontrolled cell proliferation, resistance to apoptosis, and cell
survival processes that together contribute to tumor growth and progression. These factors
make the PI3K/Akt/mTOR pathway a highly important therapeutic target for cancer
treatment. Understanding the mechanisms of activation and inhibition of this pathway
provides the necessary knowledge for developing specific inhibitors of PI3Ka and mTOR
proteins. Selective or simultaneous inhibition of these proteins can disrupt dysregulated
signaling and, consequently, reduce tumor growth and enhance treatment efficacy. The
identification of effective and selective inhibitors that can interfere with the activity of this
pathway is highlighted in the literature as an emerging research target in medicinal chemistry.
To achieve this goal, the application of computational techniques, such as molecular docking,
has proven to be a fundamental methodology for optimizing time and accuracy in drug
development. In this work, molecular descriptors based on the interaction energies between
the ligands and the active site residues of the enzymes were correlated with biological activity
(pICso) using multiple linear regression (MLR). The models showed good correlation and
enabled the identification of key residues associated with inhibitor potency. The PA1-PAS
compounds demonstrated that bulky substituents at R3 favor selectivity for mTOR, while
smaller groups at R1 favor PI3Ka. The PB1-PB5 compounds confirmed that small
modifications at R3 modulate enzyme selectivity, with PB1 standing out for mTOR selectivity

and PB3 showing potential for dual inhibition.

Keywords: Molecular Docking; Inhibitors; PI3K; mTOR; Molecular Modeling.



INDICADORES DE IMAPCTO

Este estudo sobre inibidores seletivos e duais das enzimas PI3Ka e mTOR, componentes
fundamentais da via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, amplia as perspectivas da pesquisa em
saude ao contribuir para o entendimento de mecanismos moleculares relacionados a
proliferagao celular e ao desenvolvimento do cancer, além de outras comorbidades. A
investigacdo impulsiona a inovagdo cientifica e tecnologica ao empregar metodologias de
modelagem molecular, ancoramento molecular e analise multivariada, permitindo uma analise
abrangente das interagdes entre os ligantes e os sitios ativos das enzimas. Essa abordagem
possibilita a proposi¢ao de modificagdes estruturais em prototipos moleculares com potencial
inibitorio otimizado, oferecendo subsidios teoricos para o desenvolvimento de farmacos mais
eficazes e direcionados. O trabalho fortalece a interface entre ciéncia e aplicacdo pratica, ao
alinhar o conhecimento computacional a descoberta de compostos bioativos de interesse
farmacéutico, promovendo o avanco de estratégias terapéuticas voltadas ao controle de
doencas decorrentes de desordens desta via de sinalizagdo celular. Além de gerar impacto
académico, a pesquisa favorece a aproximagdo entre universidade e sociedade, ao gerar a
possibilidade de se estabelecer colaboragdes com centros de pesquisa e industrias interessadas
na inovagdo em saude. Por se tratar de abordagens teoricas, os métodos empregados nao
requerem o uso de solventes, reagentes quimicos ou experimentagdo animal, tornando o
estudo ambientalmente responsavel e alinhado aos principios de sustentabilidade. A partir
dessa integracdo entre ciéncia, tecnologia e ética ambiental, fomenta-se a difusdo do
conhecimento e o fortalecimento institucional na drea de quimica computacional aplicada. O
estudo se insere nas areas tematicas Tecnologia e Produgdo e Saude, conforme a Politica
Nacional de Extensdo, e estd alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da
ONU, especialmente o ODS 3 (Saide e Bem-Estar), o ODS 9 (Industria, Inovacao e
Infraestrutura) e o ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis). Ao unir ciéncia, tecnologia
e compromisso social, esta pesquisa reafirma o papel da Universidade Federal de Lavras

como promotora de inovagao e desenvolvimento sustentavel no campo da satde.



IMPACT INDICATORS

This study on selective and dual inhibitors of the PI3Ko and mTOR enzymes, which are
fundamental components of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway, broadens health research
perspectives by contributing to the understanding of molecular mechanisms related to cell
proliferation and cancer development, as well as other comorbidities. This investigation drives
scientific and technological innovation through the use of molecular modeling, molecular
docking, and multivariate analysis methodologies, enabling a comprehensive assessment of
ligand—enzyme active site interactions. This approach allows for proposing structural
modifications in molecular prototypes with optimized inhibitory potential, providing
theoretical support for the development of more effective and targeted drugs. The work
strengthens the interface between science and practical application by aligning computational
knowledge with the discovery of bioactive compounds of pharmaceutical interest, promoting
the advancement of therapeutic strategies aimed at controlling diseases arising from disorders
in this signaling pathway. In addition to generating academic impact, the research fosters
closer collaboration between university and society by creating opportunities for partnerships
with research centers and industries interested in health innovation. As it involves theoretical
approaches, the methods used do not require solvents, chemical reagents, or animal testing,
making the study environmentally responsible and aligned with sustainability principles.
Through this integration of science, technology, and environmental ethics, the research
promotes knowledge dissemination and institutional strengthening in the field of applied
computational chemistry. The study falls within the thematic areas of Technology and
Production and Health, according to the National Extension Policy, and aligns with the United
Nations Sustainable Development Goals (SDGs), particularly SDG 3 (Good Health and Well-
being), SDG 9 (Industry, Innovation and Infrastructure), and SDG 12 (Responsible
Consumption and Production). By uniting science, technology, and social commitment, this
research reaffirms the role of the Federal University of Lavras as a promoter of innovation

and sustainable development in the health sector.
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1 INTRODUCAO

O cancer constitui um dos maiores desafios da medicina moderna, caracterizado por
sua heterogeneidade e por mecanismos ainda nao totalmente compreendidos, o que contribui
para sua imprevisibilidade clinica (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN;
WEINBERG, 2011; HANAHAN, 2022). Além de sua complexidade bioldgica, a doenga
representa um problema crescente de saide publica. Em 2022, foram registrados cerca de 20
milhdes de novos casos e 9,7 milhdes de mortes, e estima-se que, até 2050, esses nimeros
possam atingir aproximadamente 35,3 milhdes de casos e 18,5 milhdes de 6bitos por ano
(BIZUAYEHU; AHMED; KIBRET et al., 2024). Esses numeros reforcam a urgéncia de
estratégias inovadoras para prevencao, diagnostico e tratamento da doenca.

Entre os diversos mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento e
progressdo tumoral, destaca-se a via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, que regula processos
fundamentais como o ciclo celular, a sobrevivéncia, a apoptose ¢ o metabolismo. A
desregulacdo dessa via estd relacionada ndo apenas ao cancer, mas também a doencas
neuroldgicas, metabodlicas e inflamatérias, tornando suas proteinas alvos terapéuticos de
grande interesse (DENG; QING; HUANG, 2024; KOCHEN; ANDREWS; WILEY; FENG et
al., 2022). Assim, compreender seus mecanismos de ativagdo e inibigdo e desenvolver
inibidores mais eficazes sdo passos essenciais para a ampliagdo das opgdes terap€uticas e
reducdo do impacto da doenga.

Nesse contexto, a quimica medicinal surge como uma ciéncia interdisciplinar que
integra quimica, bioquimica, farmacologia e medicina, voltada para a descoberta de novos
farmacos. Até a década de 1980, sua atuagdo era limitada pelo conhecimento insuficiente
sobre alvos bioldgicos e pela baixa eficiéncia dos métodos de sintese, tornando o processo de
descoberta de farmacos lento e dependente da intui¢do dos pesquisadores. Com o avango da
biologia molecular e o desenvolvimento de tecnologias mais completas como a triagem de
alto rendimento, modelagem molecular computacional, inteligéncia artificial e aprendizado de
maquina. Com isso, a quimica medicinal passou a adotar abordagens mais sofisticadas,
acelerando a identificacdo de compostos promissores e aumentando a eficiéncia do
desenvolvimento de farmacos, além de reduzir falhas relacionadas a eficicia e seguranca
(GIOIELLO; PICCINNO; LOZZA; CERRA, 2020).

Dentro desse contexto, a modelagem molecular se destaca como uma ferramenta de
alta relevancia, diretamente integrada a quimica medicinal moderna. Uma de suas principais

aplicagdes ¢ o desenho racional de farmacos baseado em estrutura. Essa metodologia utiliza o
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ancoramento molecular (Molecular Docking) para acoplar moléculas ao sitio ativo de
proteinas-alvo, permitindo prever interagdes e avaliar seu potencial bioldgico. A elucidacdo
de estruturas proteicas por difragdo de raios-X, modelagem por homologia e ressonancia
magnética nuclear (RMN) fornece a base estrutural necessaria, enquanto o conhecimento
detalhado dessas interagdes contribui para a reducdo de custos e a otimizagdo do tempo
investido na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (PISULA; DROZDZ;

CHEIMECKA, 2020).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo € analisar as interagdes entre as enzimas PI3Ko e mTOR e
inibidores duplos ou seletivos, previamente descritos na literatura como potenciais inibidores
em testes in vitro. Por meio de modelagem molecular, busca-se investigar os sitios
farmacoforicos envolvidos nas interagdes receptor-ligante e como estes influenciam a
atividade bioldgica dos compostos investigados, visando propor modificagdes estruturais que

possam otimizar seu potencial inibitdrio.

2.2 Objetivos especificos

» Realizar o ancoramento molecular dos ligantes nos sitios ativos das enzimas PI3Ka e
mTOR;

* Identificar os residuos mais relevantes para o processo de inibi¢ao, com base nas
interacdes intermoleculares observadas;

= Usar descritores que levam informacgdes a respeito do receptor e que tenham sentido
fisico;
= [Estabelecer correlacdes, por meio da analise multivariada, entre as energias de interagao e

os valores de atividade bioldgica (pICso), a fim de validar os dados tedricos frente aos
resultados experimentais;

= Desenvolver prototipos de novos compostos fundamentados nas interagdes-chave e nos
padrdes estruturais que determinam a seletividade, visando comparar seu efeito entre as

enzimas estudadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Proteinas e vias de sinalizacio celular

As proteinas sdo macromoléculas essenciais que desempenham uma ampla gama de
funcdes biologicas nos mais diversos organismos, o que as tornam especialmente complexas,
tanto em termos de sua estrutura tridimensional quanto de composi¢dao quimica. Essas
macromoléculas sao polimeros com mais de 10.000 unidades de massa atdmica, formadas por
centenas de aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas. Estas ligacdes sustentam a estrutura
das proteinas e conferem a esses complexos proteicos formas e dindmicas variadas. A
estrutura das proteinas engloba quatro tipos de arranjos, denominados de estrutura primaria,
secundaria, terciaria e quaternaria (STOLLAR; SMITH; PORTLAND, 2020; ZHU;
AVAKYAN; KAKKIS; HOFFNAGLE et al., 2021). A estrutura tercidria de uma proteina
refere-se a sua aparéncia tridimensional, determinada pelo padrao de dobramento que as alfa
hélices, as folhas beta e outros elementos da estrutura secundaria adotam ao longo da
formagdo da cadeia proteica. A estrutura quaternaria refere-se a interagdo de multiplas cadeias
proteicas (subunidades) que interagem entre si e se organizam para dar origem a novos
complexos proteicos maiores.(STOLLAR; SMITH; PORTLAND, 2020).

Dada a complexidade da organiza¢do tridimensional das proteinas, ¢ essencial
considerar os elementos estruturais conhecidos como motivos e dominios, que desempenham
papéis fundamentais na conformagdo e funcdo global das proteinas. Os motivos sdo regides
mais conservadas de aminoacidos, com fungdes especificas, como pontos de ligacao quimica,
e podem estar presentes em varias proteinas, principalmente se forem da mesma familia.
Essas estruturas sdo altamente estaveis e faceis de dobrar, embora ndo possam existir de
forma independente. Por outro lado, os dominios sdo estruturas tridimensionais compactas e
independentes do restante da cadeia proteica, formadas pelo arranjo dos elementos € motivos
das estruturas secundarias, denominados como dobras. Normalmente, as proteinas maiores
sdo formadas por diferentes dominios ligados entre si para dar origem a fun¢do global da
proteina, onde cada dominio tem uma fungao estrutural ou funcional distinta, como catalise ou
ativacao genética (STOLLAR; SMITH; PORTLAND, 2020).

A funcdo de uma proteina € determinada por sua estrutura tridimensional global, que,
por sua vez, ¢ regida por sua sequéncia Unica de aminodcidos. Entre as diversas func¢des

biolodgicas das proteinas estdo a transducdo de sinais, a transcri¢do genética, a regulacdo da
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morte celular, as fungdes imunologicas, o suporte estrutural e a catalise de todas as reagdes
metabolicas nos mais diversos organismos (MORRIS; BLACK; STOLLAR, 2022).

De forma geral, as proteinas podem ser classificadas em diferentes familias. As
enzimas sao um grupo de proteinas que catalisam reacdes quimicas, reduzindo a energia de
ativacdo necessaria para essas reacdes. Esse processo aumenta ou regula a taxa de reagdo,
desempenhando um papel fundamental nos processos bioquimicos dos organismos vivos. As
proteinas estruturais compdem o grupo de proteinas mais abundante na natureza, sendo
essenciais tanto para a formagao quanto para a manuten¢ao da estrutura celular. As proteinas
de armazenamento s3o usadas pelos organismos como fontes de aminoacidos e também para
armazenar ions metalicos essenciais como o ferro. As proteinas de sinalizagdo, presentes nas
membranas plasmaticas, citoplasma, ntcleo e mitocondrias, desempenham um papel crucial
na regulacdo da maquinaria celular, uma vez que promovem a comunicagdo entre as células e
governam suas respostas aos estimulos do ambiente circundante. As proteinas de transporte
sdo responsaveis por transportar moléculas dentro das células ou por todo o corpo, como € o
exemplo da hemoglobina, que transporta oxigénio para diversas partes do corpo humano. As
proteinas reguladoras garantem que cada proteina desempenhe sua fun¢ao no local e momento
adequado. Uma de suas principais funcionalidades ¢ a regulagdo da expressao genética, uma
func¢do celular central para todos os organismos. Ademais, tem-se as proteinas de defesa que
atuam como bloqueadoras de ataques externos ao organismo, os anticorpos sdao exemplos
dessa classe de enzimas- (AWATA; OUEDRAOGO; KACHIGUMA; GMAKOUBA et al.,
2020; ESPINOSA-CANTG; CRUZ-BONILLA; NODA-GARCIA; DELUNA, 2020;
MORRIS; BLACK; STOLLAR, 2022).

Para que um complexo proteico exerca sua plena funcionalidade, ¢ essencial que seu
dominio esteja em sua conformacgdo nativa, que ¢ a forma funcional e dobrada da proteina.
Essa conformagdo nativa resulta das interagdes favoraveis entre as cadeias laterais dos
aminoacidos presentes nas cadeias polipeptidicas. Tais interagdes, incluindo ligagcdes de
hidrogénio, interagdes hidrofobicas, interagdes i0nicas, ligagcdes dissulfeto e forcas de van der
Waals, sdo cruciais para a estabilidade estrutural da proteina e, consequentemente, para sua
atividade. Em geral, as proteinas mantém suas conformagdes nativas, no entanto, fatores
externos como variagdes de pH, temperatura, e a presenca de agentes oxidantes ou redutores
podem causar seu desdobramento parcial/total e sua desnaturagdo. Esse processo resulta na
perda da conformagdo nativa da proteina e, consequentemente, de sua atividade (AWATA;
OUEDRAOGO; KACHIGUMA; GMAKOUBA et al, 2020; STOLLAR; SMITH;
PORTLAND, 2020).
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A manutencdo da conformacdo nativa das proteinas ¢ particularmente importante no
contexto da sinalizagdo celular, que é o processo geral pelo qual as células se comunicam
entre si e respondem a sinais externos. A comunicagdo entre as células na sinalizacao celular ¢
mediada pelas vias de sinalizagcdo, que sdo complexas redes de interagdes moleculares que
operam em cascata transmitindo e amplificando sinais dentro das células. Essa comunicagao ¢
essencial para a sobrevivéncia, desenvolvimento e funcionamento adequado de todos os
organismos multicelulares, pois permite a adaptacdo desses organismos as condigdes do
ambiente. As células captam e respondem a esses sinais por meio de receptores, que sao
proteinas encontradas na membrana plasmatica ou no interior das células. O processo inicia-se
quando o sinal ou ligante, uma molécula mensageira, se liga ao seu receptor especifico. A
efetivacdo dessa ligacdo provoca alteracdes conformacionais na estrutura do receptor,
ativando subsequentes reagdes mediadas por segundos mensageiros ou intermedidrios de
sinalizacdo. Esses intermediarios transduzem o estimulo do receptor, convertendo-o em uma
resposta celular especifica. (NAIR; CHAUHAN; SAHA; KUBATZKY, 2019; ULLO; CASE,
2023).

A regulacdo das vias de sinalizacdo celular pode ocorrer de dois modos, por regulacio
positiva ou negativa, que operam de maneiras diferentes. A regulagdo positiva envolve
mecanismos que aumentam ou amplificam a sinalizagdo, como a ativagdo de quinases e ciclos
de feedback positivo, enquanto a regulagdo negativa inclui mecanismos que inibem ou
atenuam a sinaliza¢do, como a fosforilacdo de moléculas sinalizadoras para inativacdo e a
ativacdo de fosfatases. Ambas sdo essenciais para o funcionamento adequado das vias de
sinalizagdo celular, garantindo a amplificacdo do sinal e respostas celulares apropriadas, ao
mesmo tempo que previnem a superativacao, mantendo a homeostase celular e regulando a
duracdo e intensidade das respostas (MUKHERJEE; VANAJA; BOYER; GADAL et al.,
2021; WADA; SUN-WADA, 2013).

Em organismos complexos, como o corpo humano, hd inumeras possibilidades de
interligacdo entre as vias de sinalizagdo, que consequentemente podem impactar na regulagao
dessas vias. O crosstalk, ou comunicagdo cruzada, ¢ um processo que envolve a interagdo
entre diferentes vias de sinaliza¢do por meio de receptores transmembrana, o que permite que
as células respondam de maneira coordenada a diversos estimulos simultaneos. A
desregulagdo do crosstalk pode gerar uma comunicacao cruzada defeituosa e provocar reagdes
em cascata subsequentes, resultando em comportamentos celulares irregulares e,
consequentemente, em disfungdes e doencas. As reagdes de sinalizagdo, especialmente

quando desreguladas, sdo frequentemente associadas ao desenvolvimento de diversas
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doengas, sendo o cancer um dos principais exemplos discutidos na literatura (ARKUN, 2019;
NAIR; CHAUHAN; SAHA; KUBATZKY, 2019; RADAK; FALLAHI, 2024; ULLO; CASE,
2023).

3.2 Via PI3k/Akt/mTOR: Aspectos Estruturais e Funcionais

3.2.1 Caracteristicas Estruturais e Funcionais das Proteinas PI3K, Akt e mTOR

3.2.1.1 Proteinas mTOR

A proteina alvo da rapamicina em mamiferos, mTOR, caracterizada em 1994, ¢ uma
enzima serina/treonina quinase capaz de controlar diferentes processos metabolicos,
modulando os principais processos celulares, como a sintese de proteinas e a autofagia. A
rapamicina, caracterizada como o primeiro inibidor da atividade da mTOR, foi descoberta por
farmacéuticos em 1964, em uma amostra de solo da Ilha de Pascoa, no Chile, sendo
inicialmente reconhecida por sua elevada atividade antifungica. Posteriormente, em 1999 a
rapamicina foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos
como um farmaco imunossupressor, recomendado a pacientes em recuperagao de transplante
de rins. Com o avango na compreensdo do mecanismo de acdo da rapamicina, novas
propriedades farmacoldgicas, especialmente no contexto antitumoral, foram descobertas,
revelando o potencial extenso de descobertas adicionais relacionadas ao seu alvo, a proteina
mTOR (LIU; SABATINI, 2020; PUTYRSKI; SCHULTZ, 2012).

Em mamiferos, a mTOR ¢ encontrada no interior das células na forma de dois
complexos cataliticos, mMTORC1 e mTORC?2 representados na Figura 3.1. Estes complexos se
diferenciam em relagdo as suas proteinas constituintes e também em sua sensibilidade a
rapamicina, sendo somente o complexo mTORC1 fortemente inibido por este composto. Isso
se deve ao impedimento estérico causado pela presenga de RICTOR no mTORC2, que
bloqueia o acoplamento da FKBP12 ao dominio FRB (Figura 3.1), resultando na resisténcia
deste complexo a rapamicina. O complexo mTORCI1 ¢ composto pelas proteinas PRAS40,
RAPTOR, DEPTOR e mLST8, enquanto o complexo mTORC2 ¢ composto pelas proteinas
PROTOR1/2, mSINI1, DEPTOR, RICTOR e mLSTS8. Cada uma dessas proteinas compdem
as subunidades da mTOR, atuando como componentes de reconhecimento e regulacdo. O
complexo mTORCI regula o catabolismo e anabolismo celular e ¢ ativado por estimulos

vindos da membrana lisossomal, como nutrientes ¢ fatores de crescimento. Por meio da acao
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de diferentes intermediarios, o complexo mTORCI1, uma vez ativado, inicia um processo
anabolico que aumenta a producdo de proteinas, lipidios, nucleotideos e outras
macromoléculas, a0 mesmo tempo em que inibe processos catabdlicos, como a autofagia e a
biogénese lisossdmica. Ja o complexo mTORC2, quando ativado por estimulos vindos da
membrana plasmatica, € responsavel por processos celulares essenciais, como o metabolismo
da glicose, a proliferacdo celular, a sobrevivéncia celular e a morfologia celular (KIM;

GUAN, 2019; LINDE-GARELLI; ROGALA, 2023; LIU; SABATINI, 2020).

Figura 3.1 — Estrutura tridimensional dos complexos mMTORC1 e mTORC2.

mTORC1

Sitio ativo
cinase
mLST8

FKBP12-

FKBP12- mTOR . Rapamicina
Rapamicina -) . &
L y o 3

(Repetigées HEAT (FAT ( FRB ( Cinase ( FATC 0

i RAPTOR

DEPTOR .

mTORC2

( PROTOR1/2 O
l y
( RICTOR O -)
v

y

(Repetigées HEAT(FAT ( FRB ( Cinase ( FATC ()
T

DEPTOR .

Legenda: Estrutura tridimensional dos complexos mTORC1 e mTORC2 (PDB ID: 5FLC e 5ZCS);
diagrama do dominio proteico, destacando os terminais onde as subunidades se conectam para
formar os complexos 1 e 2.
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Fonte: Adaptado de Liu e Sabatine (2020).

Conforme descrito na Figura 3.1, o complexo mTORCI possui dois sitios ativos,
alocados nos dominios FRB e quinase. O primeiro sitio interage apenas com a rapamicina, ou

seus derivados analogos, esta interagdo promove a inibi¢do total ou em partes da sinalizacao
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do complexo mTORC1 (CHOO; YOON; KIM; ROUX et al., 2008; KANG; PACOLD;
CERVANTES; LIM et al., 2013). O segundo sitio, por outro lado, interage com substratos
fosforilados especificos, como as proteinas S6K, 4E-BP1 e ULK1, especialmente a adenosina
trifosfato (ATP). Esta interagdo promove a fosforilagdo de diversos substratos que também se
ligam a este sitio, desencadeando a sinalizagdo necessaria para a ativacdo do anabolismo
celular (BATTAGLIONI; BENJAMIN; WALCHLI; MAIER et al., 2022).

O sitio ativo do complexo mTORC2, alocado no dominio mLST8, conduz a
fosforilagdo e ativagdo de grupos de substratos distintos em comparacdo com o mTORCI.
Este grupo de substratos, em especifico as proteinas Aktl, SGKI1 e diferentes isoformas da
PKC (PKCa, PKCBII, PKCs, PKCy, PKCg, PKC{ ¢ PKCt), implicam na organizagdo do
citoesqueleto, na regulagdo da sobrevivéncia celular e na resposta ao estresse (BASKARAN;
MIHAYLOV; VINSLAND; SHAH et al., 2023; KIM; GUAN, 2019; LIU; SABATINI,
2020).

A ativagdo e regulacdo dos complexos mTORC1 e mTORC2 sdo controladas pelos
estimulos upstream!, que incluem os niveis de nutrientes (aminodcidos e glicose), fatores de
crescimento (insulina e fator de crescimento semelhante a insulina 1 - IGF-1), energia
(quantidade de ATP disponivel) e estresse (falta de nutrientes, hipdxia ou danos ao DNA)
(Figura 3.2).

! Via de sinaliza¢do a montante, desencadeada pela ligagdo de uma molécula sinalizadora a um receptor.



Figura 3.2 — Regulacdo a montante dos complexos mMTORC1 e mTORC2.
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Legenda: O processo de sinalizagdo na membrana plasmatica que promove a ativagdo ou inibi¢ao do
mTORCI1 e mTORC2 dependem de fatores externos, como nutrientes, aminoacidos, insulina e fatores
de crescimento. Esses complexos sdo afetados pelo estresse energético, hipoxia, danos ao DNA e
quantidade disponivel de lisossomos.

Fonte: Adaptado de Liu e Sabatini (2020).

A GTPase Rheb ¢ um regulador chave da atividade do mTORCI1. Quando Rheb esta

no seu estado ativo, ligado ao GTP, estimula a atividade da quinase mTORCI1, promovendo o

crescimento celular. As GTPases Rag desempenham um papel no recrutamento do mTORC1

para a superficie lisossomal, onde pode ser ativado por Rheb em resposta a disponibilidade de

aminoacidos. Fatores de crescimento, como a insulina ¢ o fator de crescimento semelhante a

insulina 1 (IGF-1), podem ativar a sinalizagdio do mTORC1 por meio da via PI3K/Akt (LIU;

SABATINI, 2020).
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O mTORC?2 ¢ ativado por fatores de crescimento e regula a sobrevivéncia celular e a
organizacdo do citoesqueleto. Em resposta aos fatores de crescimento, o aumento da
sinalizagdo PI3K promove a ativagdo do mTORC?2. Essa ativagdo leva a fosforilacdo da Akt
na posi¢ao Serd73 pelo mTORC2, que ocorre apds a ativagdo da PI3K. A fosforilagao de Akt
em Serd73 ¢ frequentemente utilizada como um marcador da ativagdo do mTORC2 em
estudos experimentais (SZWED; KIM; JACINTO, 2021). H4 uma intercomunicacdo entre
mTORC1 e mTORC2, com ciclos de feedback que podem influenciar a atividade de ambos os
complexos. O mLST8 ¢ um componente do mTORC2 que desempenha um papel na sua
montagem e func¢do. A desregulacdo do mLST8 pode inibir seletivamente a atividade do
mTORC2. Embora todos os mecanismos de regulagdo da mTOR nao sejam completamente
compreendidos, esses sdo 0s principais processos regulatorios dos complexos mTORCI1 e
mTORC?2, cruciais para a ativagdo das funcdes e disfuncdes biologicas da mTOR (LIU;
SABATINI, 2020).

3.2.1.2 Proteinas PI3K

As fosfoinositideos 3-quinases (PI3K), caracterizadas na década de 1980, formam uma
familia de enzimas lipidio-quinases que fosforilam a 3-hidroxila dos fosfolipideos do inositol.
Em mamiferos, as PI3Ks existem em oito isoformas diferentes, as quais foram agrupadas em
trés classes (I, II e III), de acordo com suas caracteristicas funcionais e estruturais. De modo
geral, as PI3Ks de classe I funcionam na sinalizacdo a jusante de receptores associados a
membrana plasmatica e pequenas GTPases, enquanto as PI3Ks de classe II e III sdo
responsaveis principalmente pelo trafego de membrana e regulam a sinalizacdo de forma
indireta. Outros estudos desenvolvidos na década de 1990 mostraram que niveis elevados de
PI3Ks foram encontradas em células que sofreram agdo de mitdgenos, indicando a relagao
dessas proteinas com a proliferacao de células oncogénicas, destacando sua relevancia clinica
(BILANGES; POSOR; VANHAESEBROECK, 2019; LO; ZHANG; VADAS; ROSKE et al.,
2022; WYMANN; PIROLA, 1998). Todas as classes de PI3Ks apresentam o nucleo PI3K
conservado, composto pelo dominio C2, pelo dominio helicoidal ¢ um dominio quinase,

conforme mostrado na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Dominios das isoformas PI3K e especificidade de seus substratos.
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Legenda: Especificidade dos Substratos Lipidicos e Estruturas dos Dominios das PI3Ks. A esquerda,
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(PI(3,4,5)P3) por SHIP1, SHIP2, INPP4A e INPP4B. A direita, as estruturas dos dominios das PI3Ks
sdo apresentadas, com uma estrutura geral para proteinas altamente homologas e a auséncia de
estruturas especificas nas subunidades reguladoras da classe IB. As subunidades reguladoras da classe
IA sdo codificadas por PIK3R1, PIK3R2 e PIK3R3, enquanto VPS34 esta presente em dois complexos
multiproteicos, Complexo I e Complexo II.

Fonte: Adaptado de Bilanges (2019).
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A ativagdo e regulacdo das PI3Ks da classe I sdo desencadeadas por sinais
extracelulares transmitidos por receptores com atividade intrinseca’ da proteina tirosina
quinase, GTPases ou receptores ligados a proteina G}(GPCRs). Os substratos dessa classe
consistem em PI (fosfatidilinositol) e PI(4,5)P> (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato). Por sua vez,
a classe II de PI3Ks utiliza como substratos PI e PI4P, e ndo conta com unidades reguladoras
bem definidas na literatura. A classe III possui o PI como substrato e ¢ regulada pelo dominio
helicoidal e quinase da subunidade VPS34 (BILANGES; POSOR; VANHAESEBROECK,
2019; BURKE, 2018; WYMANN; PIROLA, 1998).

Considerando o atual estado da arte, as enzimas PI3Ks da classe I tém sido
amplamente exploradas devido a sua associagdo cada vez mais evidente com o cancer. Por
esse motivo, este estudo concentra-se especificamente nessa classe de enzimas. A classe I ¢
subdividida em classe IA e IB, que diferem em suas subunidades cataliticas e reguladoras
(Figura 3.3). As subunidades cataliticas da classe IA formam complexos com a unidade
reguladora p85, resultando nas isoformas pl10a, pl110p e p1105. A classe IB possui a
subunidade catalitica p110y, que se acopla as unidades reguladoras p84 ou p101. A interacdao
das subunidades reguladoras com suas respectivas subunidades cataliticas forma
heterodimeros (p85-p110 ou p84-p110), que permanecem inativos até serem recrutados para a
membrana plasmatica. O recrutamento da classe [A ocorre pela ligacdo dos dominios SH2 e
p85 a receptores de tirosina quinase ou outras proteinas de membrana fosforiladas. Ja o
recrutamento da classe IB ¢ mediado pelas subunidades Gy liberadas pelos GPCRs ativados.
Esse recrutamento leva a ativagdo das enzimas, permitindo sua associagdo com seus
respectivos substratos lipidicos na membrana (BILANGES; POSOR; VANHAESEBROECK,
2019; VANHAESEBROECK; PERRY; BROWN; ANDRE¢ et al., 2021).

Esses complexos heterodiméricos sdo referidos como PI3Ka, PI3Kf, PI3Ky e PI3KS9,
com pl10a, p110B, pl10y e p110d indicando as subunidades cataliticas correspondentes.
Enquanto p110a e p110p apresentam uma ampla distribui¢do tecidual, p110y e p1106 sdo
encontrados em altas concentragdes em todos os subtipos de leucocitos. Ademais, niveis
baixos, mas funcionalmente relevantes de p110y e p1103d também estdo presentes em células

nao leucocitarias (VANHAESEBROECK; PERRY; BROWN; ANDRE¢ et al., 2021).

2 A atividade intrinseca refere-se a capacidade inerente de proteina/enzima realizar uma agdo ou fungdo
especifica sem influéncias externas.

3 Proteinas G sdo moléculas intracelulares que atuam como transdutores de sinal nas vias de sinalizagdo celular.
Elas se ligam a nucleotideos de guanina (GDP e GTP) e sdo ativadas por receptores acoplados & proteina G
(GPCRs) na membrana celular.
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3.2.1.3 Proteinas Akt

A proteina quinase B, também conhecida como Akt ou PKB, ¢ uma serina/treonina
quinase da familia AGC caracterizada na década de 1980. A Akt possui trés isoformas: Aktl
(PKBa), Akt2 (PKBB) e Akt3 (PKBy), que sdo estruturalmente semelhantes, mas
funcionalmente distintas. Aktl esta presente em todos os tecidos, enquanto Akt2 e Akt3 sdo
isoformas importantes nos tecidos sensiveis a insulina e no cérebro, respectivamente. Todas
as isoformas contém um dominio de homologia pleckstrina (PH) na extremidade N-terminal,
um dominio central de quinase € um dominio regulador C-terminal com um motivo
hidrofébico (HM). Em condigdes ndo estimuladas, fortes interacdes hidrofobicas entre o
dominio PH e o dominio quinase mantém a enzima em uma conformacgao fechada e inativa no
citosol. Nesta conformagao, o dominio PH e a al¢a de ativacdo no dominio de quinase nao
interagem com receptores e substratos proteicos. A conformacgdo ativa Akt é dependente de
alteracdes conformacionais que requerem a fosforilacdo de um residuo de treonina (Thr) no
dominio de quinase e de um residuo de serina (Ser) no motivo hidrofobico, localizados em
posicdes distintas em cada isoforma: T308, T309 e T305 (treonina) e S473, S474 e S472
(serina) em Aktl, Akt2 e Akt3, respectivamente. As conformacgdes ativas e inativas da Akt
estdo exemplificadas na Figura 3.4 (BASU; LAMBRING, 2021; CHU; VIENNET; BAE;
SALGUERO et al., 2020; HANADA; FENG; HEMMINGS, 2004; MANNING; TOKER,
2017; THAPA; HORN; ANDERSON, 2019) .

A ativacdo completa da Akt requer a fosforilagdo dos residuos de Thr e Ser,
correspondentes a cada isoforma. A ativagdo das enzimas PI3K de classe I por estimulos
vindos da membrana plasmatica, desencadeiam a producdo dos mensageiros lipidicos
PI(3,4,5)P; e PI(3,4)P> na membrana plasmadtica, onde um deles se liga ao dominio PH da Akt
e a recruta para a membrana. A PDKI, enzima crucial envolvida na via de sinalizacdo
PI3K/Akt, também possui um dominio PH, responsavel por seu recrutamento a membrana
junto com a Akt. Como resultado desta realocagdo, ocorre a fosforilagdo do regulador Thr na
alca de ativacdo do dominio quinase pela PDKI1. A fosforilagio do residuo de serina ¢
mediada pela acdo do complexo mTORC2 no dominio C-terminal. Outras proteinas quinases
como a DNA-PK, PKCg, IKK ¢ MPK podem, eventualmente, substituir a acio do mTORC2.
(BASU; LAMBRING, 2021; CHU; VIENNET; BAE; SALGUERO et al., 2020; MANNING;
TOKER, 2017; THAPA; HORN; ANDERSON, 2019).
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Figura 3.4 — Ativacao e regulacdo da Aktl na membrana plasmatica.
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Legenda: A. Diagrama esquematico da AKT1/PKB1 mostrando seus dominios PH, quinase e C-
terminal. B. Acoplamento do dominio PH a fosfoinositideos (PI3,4,5P3 ou PI3,4P2) ativa a
AKTI1/PKBI1, permitindo sua fosforilagdo pela PDK1 e pelo mTORC2. C. Fosfoinositideos
endossOmicos sustentam a ativagdo da AKT1/PKB1 em varios compartimentos celulares.

Fonte: Adaptado de Thapa, Horn e Anderson (2019).

A 1nativacao da Akt envolve principalmente processos de desfosforilagdo dos lipidios
PI(3.,4,5)P; e PI(3,4)P2, por enzimas como PTEN. Além disso, a proteina fosfatase 2A (PP2A)
e as proteinas fosfatases repetidas ricas em leucina (PHLPP) desempenham um papel direto
na desfosforilagdo de residuos especificos de Akt, encerrando sua ativacdo. Enquanto a

conversao de PI(3,4,5)P3 em PI(4,5)P> por enzimas como PTEN ¢ essencial para reverter a
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ativacao de Akt, a conversao continua de PI(3,4,5)P3 em PI (3,4)P> por 5-fosfatases mantém a
ativacdo de Akt/PKB. No entanto, a agdo das 4-fosfatases, como INPP4A e INPP4B, que
convertem PI(3,4)P» em PI3P nas membranas endossOmicas, juntamente com a
desfosforilagao pela PP2A e PHLPP dos residuos de Akt, encerra definitivamente a ativagao
da Akt. Esses processos garantem um controle preciso da sinalizagdo da Akt, essencial para
manter o equilibrio celular (BASU; LAMBRING, 2021; MANNING; TOKER, 2017;
THAPA; HORN; ANDERSON, 2019).

Os principais substratos das trés isoformas de Akt ativas, incluem quinases de
proteinas, quinases de lipidios, fatores de transcri¢dao, pequenos reguladores de proteinas G,
enzimas metabolicas, ligases de ubiquitina E3, reguladores do ciclo celular e do trafego de
vesiculas. Entre os substratos mais estudados estao a familia FOXO de fatores transcricionais,
as glicogénio sintase quinases GSK3a/GSK3p e o complexo TSC inibidor de mTORCI. Estes
substratos desempenham papéis cruciais em fungdes celulares como crescimento,
sobrevivéncia, diferenciagdo e metabolismo, dependendo da localizagdo especifica de cada

isoforma (MANNING; TOKER, 2017; THAPA; HORN; ANDERSON, 2019).

3.2.2 Funcio e regulaciao da atividade da via PI3K/Akt/mTOR

A via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR trata de um mecanismo essencial e complexo,
onde estima-se que mais de 150 proteinas estejam envolvidas. Suas principais fungdes no
organismo estdo relacionadas ao ciclo celular, sobrevivéncia celular, inflamagdes,
metabolismo de glicose e lipideos e apoptose (SUN; LUO; GUO; YAO et al., 2020). Além
disso, essa via desempenha um papel critico na regulagdo da sintese proteica e no crescimento
celular, respondendo a sinais extracelulares, como fatores de crescimento e nutrientes. A
disfuncdo dessa via tem sido associada a varias doengas, incluindo cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares e disturbios neurodegenerativos, destacando sua importancia na manutengao
da homeostase celular e na resposta a estresses fisioldogicos e ambientais (ROY; BOATENG;
UDDIN; BANANG-MBEUMI et al, 2023; SHARMA; MEHAN, 2021; WIESE;
BARCZUK; RACINSKA; SIWECKA et al., 2023).

A sinalizagdo da via PI3K/Akt/mTOR, como demonstrado na Figura 3.5, ¢ iniciada
quando receptores de tirosina quinase (RTKSs) ou receptores acoplados a proteina G (Ins/GF-
IR), em um processo de regulacdo positiva, ativam a enzima PI3K. Esta enzima converte o
fosfolipidio PI1(4,5)P2 em PI(3,4,5)P3, agindo como um mensageiro secundario que facilita a

fosforilagdo da Akt. Uma vez ativada, a Akt desempenha um papel essencial no crescimento
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celular, sobrevivéncia e metabolismo, ao fosforilar diversos substratos proteicos a jusante,
incluindo a TSC2 (tuberina). A fosforilagdo da TSC2 por Akt reduz a inibi¢do sobre a GTPase
Rheb, permitindo que Rheb ative o complexo mTORC1 no lisossomo. A ativagdo
subsequente de mTORCI regula uma série de processos celulares, como a sintese proteica, de
nucleotideos e lipidica, além de suprimir a autofagia por meio da fosforilagdo de proteinas-
alvo como S6K, 4EBP1, CAD, Lipinl e ULK1 (MAINES; FRANCESCHI; MARTINELLI;
SOLI et al., 2021; WIESE; BARCZUK; RACINSKA; SIWECKA et al., 2023; YU; WEI,;
LIU, 2022).

Figura 3.5 — Visdo geral da via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR.
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Legenda: A ativacao dos RTKs por fatores de crescimento recruta PI3K para a membrana plasmatica,
gerando PI(3,4,5)P3, que ativa Akt via PDK1 e mTORC?2. Akt promove a progressao do ciclo celular
e outros processos por meio da fosforilagdo de substratos, como TSC2, que alivia a supressdo sobre
Rheb e ativa 0 mTORCI1 no lisossomo. O mTORCI1 é também regulado por aminoacidos e sensores
especificos e promove a tradugdo de proteinas, sintese de nucleotideos, e suprime a autofagia.

Fonte Adaptado de Yu, Weie Liu (2022).

Tendo em vista que a desregulacdo desta via estd relacionada a diversas doencas e
distarbios, o seu mecanismo de inibicao e regulacdo negativa sdo especialmente importantes.
Um tipo fundamental de regulagdo negativa ¢ exercido pelo complexo TSCI1-TSC2. A
proteina TSC2 atua como uma GAP (GTPase-activating protein) que inibe a atividade da
proteina Rheb, convertendo-a de sua forma ativa (Rheb-GTP) para sua forma inativa (Rheb-

GDP). Isso impede a ativagdo de mTORCI pelo Rheb-GTP e consequentemente de suas
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fungdes. Além disso, as fosfatases, como o PTEN, podem desempenhar um papel importante
na regulacdo negativa da via, convertendo o fosfolipidio PIP3 de volta em PIP2,
antagonizando a ativacao da via PI3K/Akt. Esses mecanismos de regulagdo negativa garantem
que a atividade da via PI3K/Akt/mTOR seja mantida em niveis apropriados (ALVES;
DITZEL, 2023; YU; WEI LIU, 2022).

33 Patologias relacionadas a sinalizacao e regulacao da via PI3K/Akt/mTOR

3.3.1 Sinaliza¢ao no cancer

Zhengzheng Deng e colaboradores (2024) desenvolveram uma anélise bibliométrica
abrangente com o objetivo de examinar o estado atual da pesquisa relacionada a via
PI3K/Akt/mTOR no cancer. O estudo abrangeu o periodo entre 2006 ¢ 2023, identificando
um total de 5.800 artigos provenientes de 95 paises, evidenciando um aumento progressivo no
nimero de publicagdes a cada ano (DENG; QING; HUANG, 2024). A importancia desta via
na oncologia ¢ amplamente reconhecida devido a evidéncias clinicas e cientificas que
demonstram que sua superativacdo estd ligada ao desenvolvimento de diferentes tumores
solidos, assim como a desregulacdo de seus componentes-chave também estd relacionada a
diversos tipos de cancer. A via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR esta envolvida em processos
que governam e controlam o cancer como mutagdes, proliferacdo celular, autofagia,
angiogénese e transi¢do epitelial-mesenquimal (GUERRERO-ZOTANO; MAYER;
ARTEAGA, 2016; PRABHU; KUTTIKRISHNAN; MARIYAM; HABEEBA et al., 2025;
RAJENDRAN; SEKAR; DHAYASANKAR; ALI et al., 2024).

Mutagdes no gene PIK3a, presentes em cerca 11 a 14% dos casos de céncer, sdo
prevalentes em diversos tipos da doenga, incluindo cancer de mama, carcinoma endometrial e
carcinoma colorretal. Essas mutacdes ocorrem principalmente nos dominios hélice
(E542/E545) e quinase (H1047), promovendo a sobrevivéncia celular e a transformacao
tumoral (MARTINEZ-SAEZ; CHIC; PASCUAL; ADAMO et al., 2020). A proteina mTOR
frequentemente sofre mutagdes em casos de carcinoma endometrial, melanoma e cancer de
bexiga. Essas mutacdes aumentam a atividade quinase da mTOR, ativando vias que
promovem a proliferagdo celular de células cancerigenas (ZHANG; NG; KUCHERLAPATI;
CHEN et al., 2017). Aktl, Akt2 e Akt3 sdo mutadas em cerca 1,4 a 2% dos casos de cancer.
A mutagdo especifica E17K no gene Aktl, especialmente comum em cancer de mama, facilita

a ativacdo oncogénica de Akt, enquanto Akt2 e Akt3 sdo frequentemente ativados por
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amplificacdo, contribuindo para a progressdo tumoral e resisténcia a tratamentos (CHEN;
HUANG; DONG; TAO et al., 2020; PENG; WANG; ZHOU; MEI et al., 2022).

A proliferacdo celular, frequentemente associada ao cancer, esta diretamente
relacionada a via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR. Os complexos mTORC1 ¢ mTORC2
controlam diversas atividades celulares. O mTORCI1 regula a fosforilacdo de efetores de
tradugdo, como S6K1 e 4E-BP1, promovendo o crescimento e a proliferagdo celular, enquanto
o mTORC?2 controla a sobrevivéncia e proliferagdao celular por meio da fosforilacdo de Akt
(MANG¢; COYAUD; DESMETZ; LAURENT et al., 2019). A ativacao desses complexos ¢
mediada por nutrientes, hormonios e fatores de crescimento. A glicogénio sintase quinase-3
beta (GSK3) também regula a prolifera¢do celular, modulando proteinas como a ciclina D1
(EVANGELISTI; CHIARINI; PAGANELLI; MARMIROLI et al., 2020). A interagdo entre
GSK3 e mTORCI1 aumenta a atividade da proteina p70S6K1, favorecendo a proliferacao
celular. Por outro lado, a regulagdo negativa de RICTOR, componente do mTORC2, diminui
a proliferagdo celular, aumenta a parada do ciclo celular e induz a apoptose (LU; SHI;
GONG; Ll et al., 2020; PENG; WANG; ZHOU; MEI et al., 2022).

A autofagia ¢ um processo crucial de reciclagem celular que degrada proteinas e
organelas danificadas. Neste contexto, a desregulacdo da via PI3K/Akt/mTOR inibe a
autofagia, o que pode ter implicagdes no desenvolvimento do cancer. A ativacio de mTORC1
suprime a autofagia por meio da fosforilagdo de ULK1 e TFEB. Além disso, a ativagao da
Akt pelo mTORC?2 e pelas PI3Ks de classe I inibe ainda mais a autofagia. Em contraste, a
AMPK, ativada por baixos niveis de energia, pode inibir o mTORC]1 e aumentar a autofagia.
Outras vias de sinalizacdo, como MEK/ERK, e proteinas como PTEN e Gaq também regulam
a autofagia, influenciando a atividade do mTORC1 (AL-BARI; XU, 2020; PENG; WANG;
ZHOU; MEI et al., 2022).

A angiogénese ¢ a formacdo de novos vasos sanguineos, essencial para o crescimento
e metastase do cancer. A via PI3K/Akt/mTOR regula a angiogénese por meio da producao de
fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF). A ativagdo de mTOR aumenta a
angiogénese, enquanto a sua inibi¢do pode prevenir o crescimento de novos vasos sanguineos
(LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2020). Ademais, a via PI3K//mTOR esta
intimamente associada a transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT), um processo no qual células
epiteliais adotam caracteristicas mesenquimais, como maior capacidade de migracdo e
invasdo celular. A ativacdo de Akt durante a EMT reduz a expressdo da proteina E-caderina e
promove a atividade de fatores de transcri¢do como Snail, ZEB e Twist, que reprimem genes

epiteliais e ativam genes mesenquimais, facilitando a invasdo e metastase. A mTORC2
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desempenha um papel importante na modulagdo do citoesqueleto de actina, promovendo
mudangas na forma e na motilidade celular, contribuindo assim para a progressao e
agressividade do cancer (HERRERIAS; BUDINGER, 2020; PENG; WANG; ZHOU; MEI et
al., 2022).

3.3.2 Sinaliza¢ao em desordens metabolicas

A via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR esta intimamente envolvida na regulagdo de
processos metabolicos-chave, como homeostase da glicose, metabolismo lipidico e sintese de
proteinas. A desregulagdo dessa via pode levar a resisténcia a insulina, acimulo anormal de
lipidios e metabolismo da glicose prejudicado, contribuindo para o desenvolvimento de
desordens metabdlicas, principalmente obesidade e diabetes tipo 2 (MIAO; FANG; WEIL;, WU
et al.,2022; WANG; SHI; CONG; HAO et al., 2022) .

No contexto da obesidade, a via PI3K/Akt estd envolvida na promocgdo da lipogénese,
o processo de sintese de gorduras. A superativacdo dessa via pode aumentar a sintese € o
armazenamento lipidico, agravando a obesidade. Além disso, a desregulacdo da via PI3K/Akt
pode levar a resisténcia a insulina, onde as c€lulas se tornam menos responsivas aos sinais da
insulina. A resisténcia a insulina ¢ um fator chave no desenvolvimento da obesidade, pois
perturba o metabolismo da glicose e dos lipidios. No tecido adiposo, essa via também regula a
diferenciagdo dos adipdcitos e o metabolismo lipidico. Sua desregulacdo pode resultar em
funcao anormal do tecido adiposo, contribuindo ainda mais para a obesidade (HUANG; LIU;
GUO; SU, 2018; MIAO; FANG; WEIL;, WU et al., 2022).

Em relagdo ao diabetes mellitus tipo 2 (DM?2), a sinalizagdo prejudicada da insulina
por meio da via PI3K/Akt eleva os niveis de glicose no sangue devido a diminui¢do da
captagdo de glicose em tecidos sensiveis a insulina, como musculo e tecido adiposo. A via
PI3K/Akt também regula a funcdo das células beta pancreaticas e a secrecao de insulina. A
desregulagdo desta via pode prejudicar a secrecdo de insulina, contribuindo para o
desenvolvimento do DM2. Além disso, no DM2, a desregulagdo da via PI3K/Akt pode
aumentar a gliconeogénese hepatica, processo pelo qual o figado produz glicose, elevando
ainda mais os niveis de glicose no sangue (HUANG; LIU; GUO; SU, 2018; WANG; SHI;
CONG; HAO et al., 2022).
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3.3.3 Sinalizacdo em doencas neurologicas

A via PI3K/Akt/mTOR esta associada a doengas neurodegenerativas por seu papel na
regulacao da sobrevivéncia neuronal, autofagia e funcao sinaptica. A supressao da atividade
da mTOR, que induz a autofagia, ¢ considerada um mecanismo coordenado de neuroprotegao.
A interrupcao da autofagia, frequentemente associada a desregulacdo desta via, pode resultar
em caracteristicas histopatologicas dessas doencas. A falha no feedback negativo da via
PI3K/Akt/mTOR pode levar a morte celular. Por exemplo, a inibi¢gdo da sinalizacdo de
protegdo celular PI3K/Akt compromete o crescimento celular e aumenta a autofagia, enquanto
a inibi¢do da via SO6K/IRS eleva a atividade da mTOR, prejudicando a autofagia e
promovendo o acimulo de proteinas toxicas. Para doengas neurodegenerativas com déficits
cognitivos, a regulagdo adequada da via PI3K/Akt/mTOR ¢ crucial para a atividade sinaptica
e funcdes neuronais normais. A desregulacdo desta via pode desencadear e agravar essas
doengas, especialmente Parkinson e Alzheimer (RAI; DILNASHIN; BIRLA; SINGH ef al.,
2019; XU; NA; LI; CHEN, 2020).

A via PI3K/Akt/mTOR ¢ crucial na doenga de Parkinson (DP), uma neurodegeneracao
caracterizada pelo surgimento de sintomas motores € nao motores. Estudos mostram que Akt
e Akt fosforilada estdo reduzidas na substancia negra pars (uma regido especifica do cérebro)
compacta de pacientes com DP (LUO; KANG; WANG; LIU et al., 2019). A ativagdo dessa
via promove a sobrevivéncia e o crescimento dos neurdnios dopaminérgicos, inibindo a
apoptose e prevenindo a progressdo da doenga. Além disso, Akt inibe a GSK-3beta, cuja
regulacdo anormal contribui para a DP. A via PI3K/Akt/mTOR também afeta o estresse
oxidativo por meio de moléculas sinalizadoras a jusante, como FoxO3a. Quando ha expressao
anormal do gene Parkin, a interrupcdo da via PI3K/Akt/FoxO3a desequilibra o estresse
oxidativo, contribuindo para a DP (JIA; MO; FENG; ZHAN et al., 2014). Ademais, niveis
reduzidos de mTOR sao identificados nos cérebros de pacientes com DP, embora se saiba que
a via PI3K/Akt/mTOR exerce um efeito protetor nos neurénios (WANG; TIAN; RUAN; WEI
et al., 2024; XU; NA; LI; CHEN, 2020).

A doengca de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca neurodegenerativa caracterizada pelo
comprometimento da memoria, agnosia, dificuldades viso-espaciais, disfuncdo executiva e
alteragcdes de personalidade e comportamento. A proteina Tau, essencial para a integridade
estrutural dos neuronios, sofre superfosforilagdo e agregacdo anormal na DA, resultando em
instabilidade dos microtibulos, formag¢dao de emaranhados neurofibrilares (NFT) ¢ morte

neuronal. A via PI3K/Akt/mTOR ¢ crucial na fosforilacdo da proteina Tau. Quando ativada



32

por PI3K-PDK1, a proteina AKT fosforila a Tau, o disturbio dessa via pode aumentar a
atividade de GSK-3beta, promovendo a hiperfosforilagio de Tau e a formagdo de NFT.
Ademais, a proteina beta-amiloide (A), principal componente das placas senis, interage com
essa via. Essa interacdo promove sua inibi¢ao, induzindo neurotoxicidade e intensificando a
hiperfosforilacdo da Tau (GIACOPPO; BRAMANTI; MAZZON, 2017; XU; NA; LI; CHEN,
2020).

3.3.4 Sinalizac¢ao em doencas inflamatdrias

A via PI3K/Akt/mTOR desempenha um papel crucial em varias doengas inflamatorias,
incluindo dermatite atopica (DA), colite ulcerativa (UC) e psoriase. Na DA, uma condi¢do
inflamatoria cronica, essa via regula respostas imunes, como a ativagdo de células Thl e Th2,
que afetam a expressdo da filagrina nos queratinocitos. As células Th2 ativam linfocitos B e
mastocitos, enquanto as células Thl mantém a fase cronica da doenga. A sinalizagdo mTOR
regula negativamente a expressao de Foxp3, influenciando a func¢do das células T reguladoras
Foxp3+, que controlam a progressdo da DA. A atividade reduzida de AKTI na DA estd
associada a diminui¢do da expressdo de proteases e filagrina, prejudicando a funcao de
barreira cutanea e contribuindo para lesdes cutaneas inflamatorias. (ROY; BOATENG;
UDDIN; BANANG-MBEUMI et al., 2023).

Em pacientes com colite ulcerativa, uma doenga inflamatéria intestinal, foi observada
a ativacdo aberrante da via PI3K/Akt/mTOR, levando a expressdes aumentadas de citocinas
pro-inflamatorias (DONG; DU; ZHANG; XU et al.,, 2022). A psoriase ¢ uma doenga
inflamatéria cronica comum da pele. Sua patogénese nao foi completamente elucidada,
entretanto a via PI3K/Akt/mTOR foi identificada como uma via de sinalizacdo chave nessa
doenca. Estudos sugerem que a superexpressdo da via PI3K/Akt/mTOR pode desempenhar
um papel importante na patogénese da psoriase, mediando a patog€nese imunologica, a

hiperplasia epidérmica e/ou a angiogénese na doenga (HUANG; UN; MENG; LIN, 2014).

3.4  Inibidores da via PI3K/Akt/mTOR em doencas humanas

3.4.1 Inibidores de primeira geracio

Os inibidores de primeira geracdo sdo classificados dessa forma por terem sido os

primeiros a serem desenvolvidos, geralmente direcionados a PI3K de maneira nao especifica e
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ao complexo mTORCI1. Exemplos desses inibidores incluem Wortmannin ¢ LY294002, que
sao direcionados a PI3K (ARCARO; WYMANN, 1993; VLAHOS; MATTER; HUI,
BROWN, 1994). Para o complexo mTORCI, os inibidores incluem a rapamicina,
comercializada como Sirolimus (Rapamune®), e seus derivados Temsirolimus (Torisel®),
Everolimus (Afinitor®/Zortress®) que atuam por inibi¢ao alostérica, mostrados na Figura 3.6
(POPOVA; JUCKER, 2021). Embora esses inibidores tenham sido importantes para entender
a via PI3K/Akt/mTOR, eles apresentaram limita¢des significativas, como alta toxicidade,
baixa especificidade e a capacidade de induzir resisténcia nas células tratadas (DAVOODI-
MOGHADDAM; JAFARI-RADDANI; DELSHAD; POURBAGHERI-SIGAROODI et al.,
2023).

Figura 3.6 — Estrutura quimica dos inibidores de primeira geracdo comerciais da enzima

mTOR.
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3.4.2 Inibidores de segunda geracio

Os inibidores de segunda geragao da via PI3K/Akt/mTOR foram desenvolvidos com o
proposito de aprimorar sua seletividade, o que resulta em maior eficdcia terapéutica e redugao
concomitante da toxicidade em comparagdo com os de primeira geragdo. Estruturalmente,
distinguem-se por apresentarem esqueletos heterociclicos mais elaborados e otimizados, em
contraste com os compostos maiores € menos seletivos da primeira geragdao. Esses avancos
representam uma evolugdo promissora no campo terapéutico, pois sugere-se que tais agentes
possuam uma relacdo mais vantajosa entre eficacia e toxicidade, destacando-os como
candidatos de relevo no tratamento de diversas patologias, especialmente o cancer (CHEN;
ZHOU, 2020).

Os inibidores pan-PI3K tém sido desenvolvidos com o objetivo de bloquear a
atividade das quatro isoformas da classe I (PI3Ko, PI3K[, PI3Ky e PI3KJd) e foram testados
clinicamente em tumores com ativagdo da via PI3K-/PTEN. Exemplos como Pictilisibe,
Buparlisibe e Pilaralisibe ja alcancaram ensaios clinicos de fase I ou II, mas ainda ndo sdo
comercializados. No entanto, a eficacia pode variar conforme as mutagdes em PI3K ou perdas
de PTEN, bem como o perfil de toxicidade de cada composto (DAVOODI-MOGHADDAM,;
JAFARI-RADDANI; DELSHAD; POURBAGHERI-SIGAROODI et al., 2023; SIRICO;
D’ANGELO; GIANNI; CASADEI et al., 2023).

Com o objetivo de alcancar modificagdes especificas na via sem provocar toxicidade
cumulativa resultante da inibicdo de multiplas isoformas, foram desenvolvidos inibidores
especificos. Em virtude de sua alta seletividade, esses inibidores podem demonstrar eficacia
particular em tumores que apresentam determinadas alteragdes moleculares. Além disso, a
inibi¢cdo de uma isoforma especifica da PI3K pode resultar em um perfil de toxicidade distinto
em comparagdo com a inibicdo Pan-PI3K. Na Figura 3.7 estdo dispostos os farmacos
comerciais Alpelisibe (Piqray®, PI3Ka), Copanlisibe (Aligopa®, PI3Ka e PIKS ), Idelalisibe
(Zydelig®, PI3Ko) e Duvelisibe (Copiktra®, PI3Ky e PI3Kd) que atuam como inibidores
especificos de isoformas da PI3K (BERGAMINI; BELL; SHIMAMURA; WERNER ef al.,
2012; BéDARD; DAVIES; KOPETZ; JURIC et al., 2018; DAVOODI-MOGHADDAM;
JAFARI-RADDANI; DELSHAD; POURBAGHERI-SIGAROODI et al., 2023; DE VERA;
GUPTA; LEL LIAO et al., 2019; HERKO; MAVIS; CZUCZMAN; HERNANDEZ, 2012;
LOIBL; REINISCH; DENKERT; FASCHING et al., 2022; MATEO; GANJI; LEMECH;
BURRIS et al., 2017; SIRICO; D’ANGELO; GIANNI; CASADEI et al., 2023; SMITH;
GOPAL, 2021; YANG; WANG; ZHAN; XIA et al., 2015).
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Diferentes inibidores de Akt, incluindo AZD5363, ipatasertib, afuresertib, uprosertib,
MK-2206, Miransertib e GSK690693, estio em diferentes estagios de ensaios clinicos. A
maioria desses agentes liga-se ao dominio catalitico das enzimas, inibindo simultaneamente
todas as trés isoformas da Akt (inibidores pan-Akt). No entanto, também foram desenvolvidos
inibidores alostéricos para obter maior seletividade para uma ou mais isoformas de Akt. Por
exemplo, o BAY1125976 ¢ um inibidor alostérico com maior especificidade para as
isoformas Aktl e Akt2. A vantagem dos inibidores especificos de Akt para cada isoforma em
relagdo aos inibidores pan-Akt ainda ndo foi estabelecida clinicamente (BROWN; BANERIJI,
2017; HALDER; CORDEIRO, 2021; NARAYAN; FEDRIGO; BRANDS; DIK et al., 2017,
SONG; BODE; DONG; LEE, 2019; XU; NA; LI; CHEN, 2020).

Na segunda gerag¢do de inibidores da mTOR, foram desenvolvidos compostos que
visam inibir a atividade tanto do mTORC1 quanto do mTORC?2. Nesse contexto, o foco esta
em inibidores que competem com o ATP pelo sitio ativo da mTOR, como PP242, Torinl e
Torin2. Esses compostos ainda se encontram em fase de investigagdo clinica e ndo possuem
representantes aprovados para uso terapéutico. Esses inibidores, ao contrario dos analogos da
rapamicina, bloqueiam efetivamente tanto o mTORCI1 quanto o mTORC2, evitando assim a
fosforilagdo da Akt pelo mTORC?2 e a resisténcia observada com os andlogos da rapamicina
(HE; SUN; ZHANG; YANG et al., 2021).

No contexto do desenvolvimento de terapias alvo, os inibidores duais de PI3K/mTOR
sdo considerados altamente promissores. Compostos ainda em investigagdo, como Dactolisib
(NVP-BEZ235), PI-103, Apitolisib (GDC-0980) e Gedatolisib, destacam-se por sua
capacidade de inibir simultaneamente PI3K e mTOR, atuando diretamente nos sitios ativos de
ambas as enzimas. Esse mecanismo resulta em uma inibigdo mais eficiente desta via de
sinalizagdo, bloqueando tanto as etapas iniciais quanto as posteriores da via (DAVOODI-
MOGHADDAM; JAFARI-RADDANI; DELSHAD; POURBAGHERI-SIGAROODI et al.,
2023; ROSSETTI; BROEGE; SEN; KHAN et al., 2024; SCHOTZ; BALZER; BRANDT;
ZIEMANN et al., 2020; XU; NA; LI; CHEN, 2020).
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Figura 3.7 — Estrutura quimica de inibidores de segunda geragcao em comercializagdo

direcionados a enzima PI3K.
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3.4.3 Inibidores de terceira e quarta geracio

A mTOR, especialmente, conta com uma terceira geragdo de inibidores formada por
varias moléculas sintéticas com mecanismos de ac¢do distintos. Existem dois tipos principais
de inibidores nesta geragdo: aqueles que se ligam as subunidades da mTOR. e os chamados
RapaLinks. Exemplos de inibidores sintéticos sdo as benzo[c]cromen-6-onas, que atuam ao se
ligar ao RAPTOR, levando a uma mudanca conformacional na estrutura da mTOR. Isso
resulta no fechamento do sitio ativo da quinase, promovendo a inibi¢do da mTOR (CHEN;
ZHOU, 2020).

Os RapaLinks sdo inibidores mistos derivados da adicdo de um inibidor de segunda

geragdo a estrutura da rapamicina. Esses inibidores agem pela proximidade espacial do
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dominio FRB com o dominio quinase, que liga os inibidores de primeira e segunda geragao.
Isso permite que os RapaLinks se liguem a ambos os sitios ativos, reestruturando a mTOR
para interagir com ambas as por¢des da molécula. Um exemplo representativo ¢ o RapalLink-
1, mostrado na Figura 3.8, formado pela combinacdo de rapamicina com o inibidor de
segunda geragdo MLNO128, o que resulta em uma molécula bivalente com maior eficicia e
poténcia. Apesar de ainda estarem em fase inicial de desenvolvimento, os RapaLinks
apresentam resultados promissores como inibidores de terceira geragdo da mTOR.
(DOMINGUEZ; ROSBERGER; GARELL; GANDHI et al., 2022; ZHOU; LI; RANA;
CORNELIUS et al., 2023).

Figura 3.8 — Estrutura quimica RapaLink-1.
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Por fim, a quarta geragdo ¢ composta por inibidores de origem natural que tém
potencial para regular direta ou indiretamente a atividade da mTOR durante a sinalizagao
celular. Alguns desses produtos naturais atuam como ligantes que inibem proteinas cuja
fosforilacdo ativa a mTOR, representando uma forma de inibicdo indireta. Os produtos

naturais mais relevantes como inibidores incluem curcuminas, polifendis (como resvaterol),
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polifendis ndo flavonoides, isoflavonoides (como genisteina), alcaloides (como cafeina) e

extratos de ginkgo biloba (como acido gingkoélico) (CHEN; ZHOU, 2020).

3.5 Modelagem molecular

A modelagem molecular ¢ um conjunto de métodos da quimica computacional que
utiliza representacdes matematicas e ferramentas computacionais para descrever, analisar e
prever propriedades e interagdes de moléculas em diferentes tipos de sistemas, incluindo os
quimicos e biologicos (FERNANDES; DE ASSIS; ROSA; FERREIRA DA CUNHA, 2019).
Trata-se de uma darea abrangente que engloba diferentes abordagens fundamentadas na
mecanica quantica, na mecanica molecular e em métodos estatisticos aplicados (ZHANG:; LI,
2024). A escolha da metodologia mais adequada estd condicionada ao tamanho do sistema
estudado e a profundidade de caracterizagdo do sistema exigida pelo estudo. Em sistemas
macromoleculares, com magnitude da ordem de 10* atomos, como proteinas e outros
complexos biomoleculares, a mecanica molecular ¢ majoritariamente empregada como
abordagem principal. Este método empirico, fundamentado na mecanica cldssica, possibilita a
estimativa eficiente de propriedades estruturais e energéticas com maior eficiéncia
computacional. Dentre as metodologias associadas a essa abordagem, destaca-se o
ancoramento molecular (molecular docking), técnica central neste trabalho, utilizada para
investigar interagdes entre ligantes e seus respectivos alvos biologicos. (JENSEN, 2017;

LEVINE, 2016;(ADELUSI; OYEDELE; BOYENLE; OGUNLANA et al., 2022).

3.5.1 Ancoramento Molecular

O ancoramento molecular (molecular docking) ¢ uma ferramenta empregada para
prever a orientacdo espacial preferencial de uma molécula ligante ao se associar a uma
macromolécula alvo, geralmente uma proteina (VITTORIO; LUNGHINI; MORERIO;
GADIOLI et al., 2024). Este método permite ancorar computacionalmente um determinado
ligante em uma macromolécula e prever, a partir de calculos de energia potencial e fungdes de
pontuacdo (score), a conformagdo mais estdvel que o ligante pode obter em relacdo a
macromolécula. A principal fun¢do do ancoramento molecular ¢ prever a estrutura
tridimensional do complexo ligante-receptor, incluindo tanto a orientagdo quanto a
conformagdo do ligante quando ligado ao receptor. Este processo ¢ crucial para entender as

interacdes moleculares e para o desenvolvimento de novos farmacos, especialmente porque
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muitas doengas sdo causadas por disfungdes ou desregulacdes de alvos bioldgicos proteicos
(ABDELSATTAR; DAWOUD; HELAL, 2021; SAHU; RATHOR; DWIVEDI; SHAH et al.,
2024; VASANT; CHANDRAKANT; CHANDRASHEKHAR; BABASAHEB et al., 2021).

As interagdes moleculares no ancoramento sdo majoritariamente nao covalentes,
envolvendo ligagdes de hidrogénio, interagcdes hidrofobicas, forcas de van der Waals e
interagdes ionicas. O espaco de busca no ancoramento molecular compreende a posigdo,
orientagdo e conformagao do ligante. A posi¢ao refere-se as diferentes localizagdes possiveis
do ligante dentro do sitio de ligagdo, a orientacao descreve a direcdo do ligante em relagao ao
receptor, ¢ a conformacao refere-se as diferentes formas que o ligante pode assumir devido a
rotagdo ao redor de suas ligagcdes simples (ABDELSATTAR; DAWOUD; HELAL, 2021;
VASANT; CHANDRAKANT; CHANDRASHEKHAR; BABASAHEB et al., 2021).

O processo de ancorar um ligante no sitio ativo de uma proteina rigida possui seis
graus de liberdade, trés deles sdo translacionais e trés rotacionais, além das movimentagdes
provenientes da conformagdo espacial do ligante. Os trés graus de liberdade translacionais
podem ser reproduzidos em uma grade, denominada grid, colocando, por exemplo, o centro
de massa do ligante em uma caixa dividida tridimensionalmente em pequenos cubos com
dimensdes de 1 A. Uma caixa de dimensdo 10 x 10 x 10 A gera 1000 pontos possiveis, sendo
que para cada ponto podem ser geradas orientacdes rotacionais diferentes para o ligante,
resultando em algumas centenas de possibilidades. Um conjunto especifico de variaveis
rotacionais e translacionais intermoleculares ¢ denominado de pose e cada conformagdo do
ligante pode ter na ordem de 10° poses possiveis, mesmo em grids subdivididos em cubos de

dimensodes extensas (JANSEN, 2017).

3.5.1.1 Ancoramento molecular no desenho de farmacos baseados em estrutura

Um exemplo de aplicagdo da modelagem molecular associada ao ancoramento
molecular ¢ o desenho racional de fairmacos baseado em estrutura. Os avangos da biologia
molecular, aliados ao desenvolvimento de técnicas experimentais para a caracterizagdo de
proteinas, possibilitaram a identificacdo de inumeros alvos moleculares relacionados a
doencas, bem como a elucidagdo de suas estruturas tridimensionais. Esse progresso, aliado a
crescente necessidade de compreender as interagdes entre farmacos e receptores em nivel
molecular e a urgéncia de desenvolver farmacos em prazos cada vez mais curtos, levou ao
surgimento do Desenho Racional de Farmacos Baseado em Estrutura (DRBE) (MORGON;
COUTINHO, 2007;(STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021).
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Neste cendrio, o ancoramento molecular ¢ amplamente utilizado no DRBE para a
descoberta de novos compostos bioativos. Uma vez compreendida a doenca, a primeira etapa
consiste em identificar o alvo molecular a ser estudado, cuja estrutura tridimensional pode ser
obtida por técnicas experimentais, como difracao de raios-X e ressonancia magnética nuclear
(RMN), ou por métodos teoricos, como a modelagem por homologia. De posse da estrutura,
realiza-se a triagem computacional (ou triagem in silico), na qual o ancoramento molecular é
realizado com grandes conjuntos de moléculas oriundas de bancos de dados, com o objetivo
de selecionar aquelas que interagem de maneira mais eficaz com o sitio de ligacdo da
macromolécula (PINZI; RASTELLI, 2019).

Os compostos selecionados nessa etapa podem, entdo, ser refinados por um novo
ancoramento molecular, permitindo a identificagdo de grupos farmacoforicos e a proposicao
de modificagdes estruturais para potencializar o efeito bioldgico desejado. Em seguida, apds
sua sintese, esses compostos passam para os testes in vitro e in vivo para avaliagao de critérios
como toxicidade e farmacocinética, incluindo metabolismo e degradacdo no organismo. Caso
ndo apresentem resultados satisfatorios, sao propostas alteragdes estruturais e o ciclo de
ancoramento e testes ¢ repetido. Apenas os compostos aprovados nesses ensaios avangam
para os testes clinicos em humanos e, uma vez aprovados, podem ser produzidos em escala
industrial e disponibilizados comercialmente (MORGON; COUTINHO, 2007;(KUMAR;
KUMAR, 2019; PINZI; RASTELLI, 2019; STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021).

3.5.1.2 Redocking

O redocking ¢ uma técnica refinada dentro do campo do ancoramento molecular, que
visa aprimorar a precisdo dos algoritmos de predicdo na modelagem de interagdes ligante-
macromolécula. Este método realiza o reposicionamento computacional de um ligante
previamente cristalizado dentro do sitio ativo de uma macromolécula alvo, reproduzindo as
condi¢des experimentais. Durante o processo de redocking, o software de ancoramento
molecular calcula as energias de interacdo entre o ligante e a macromolécula, utilizando
funcgdes de pontuagdo ou de aptidao. Essas fungdes sdo projetadas para avaliar a afinidade do
ligante com o sitio ativo, levando em consideracdo fatores como a complementaridade
estrutural, forgas de van der Waals, interagdes eletrostaticas, entre outros (SCHNEIDER;
HINDLE; LANGE; KLEIN et al., 2012; BARREIRO; FRAGA, 2014; JENSEN, 2017,
FLACHSENBERG; EHRT; GUTERMUTH; RAREY, 2023; SCHNEIDER; HINDLE;
LANGE; KLEIN et al., 2012).
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Apo6s o reposicionamento do ligante, a pose resultante ¢ comparada com a estrutura
experimental por meio de métricas estatisticas, como o RMSD (Root Mean Square
Deviation), que quantifica a discrepancia entre as estruturas preditas e experimentais. Valores
de RMSD inferiores a 2,0 A sdo geralmente considerados como indicativos de uma
concordancia satisfatoria entre as poses (SCHALLER; CHRIST; CHODERA; VOLKAMER,
2024). Além disso, uma analise detalhada da sobreposi¢do espacial ¢ realizada, levando em
consideragdo nao apenas 0 RMSD, mas também os angulos de tor¢ao e os grupos moleculares
especificos de cada composto reforga a utilidade do redocking como uma ferramenta de
validagdo robusta. Este processo contribui significativamente para otimizar as previsoes
obtidas por meio do ancoramento molecular (SCHNEIDER; HINDLE; LANGE; KLEIN et
al., 2012; BARREIRO; FRAGA, 2014; JENSEN, 2017;(FLACHSENBERG; EHRT;
GUTERMUTH; RAREY, 2023; SCHNEIDER; HINDLE; LANGE; KLEIN et al., 2012)).

3.5.1.3 Analise Multivariada

No ambito da modelagem molecular ¢ do ancoramento molecular, a analise
multivariada ¢ uma ferramenta especialmente util para examinar simultaneamente multiplas
variaveis, permitindo interpretar e correlacionar os dados obtidos de forma integrada.
Diferentemente das analises univariadas ou bivariadas, que consideram uma ou duas variaveis
por vez, a andlise multivariada permite avaliar relagdes complexas entre diversas variaveis
independentes e dependentes ao mesmo tempo. As variaveis independentes correspondem as
caracteristicas que explicam ou influenciam o sistema estudado, como descritores moleculares
ou propriedades fisico-quimicas, enquanto as varidveis dependentes sdo aquelas que
representam o resultado ou resposta do sistema, como a atividade bioldgica de um composto
(CHI, 2012; HAIR; BLACK; BABIN; ANDERSON, 2014).

Nesse contexto, a definicdo adequada dos descritores moleculares ¢ um passo
essencial, pois sdo eles que traduzem em parametros numéricos as interagcdes quimicas e
estruturais 1identificadas, seja por métodos de modelagem molecular ou ancoramento
molecular. A andlise multivariada, ao integrar esses descritores com os dados de atividade
biologica, permite ndo apenas construir modelos preditivos, mas também selecionar os
descritores mais relevantes. Isso € particularmente importante porque tais pardmetros guiam a
proposicao de novos prototipos, assegurando que as modificagcdes estruturais sugeridas

estejam alinhadas aos padroes de seletividade e atividade observados.
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A andlise multivariada abrange diferentes técnicas estatisticas que permitem identificar
padroes, reduzir a dimensionalidade dos dados ou construir modelos preditivos e
exploratorios. Esses métodos sdo classificados, de modo geral, em trés grandes grupos:
exploratorios, classificatorios e preditivos. Os métodos exploratorios, como a Andlise de
Componentes Principais (PCA), sdo utilizados para identificar padrdes e reduzir a
dimensionalidade dos dados, facilitando a visualizagdo de tendéncias. Métodos
classificatorios, como a Analise de Agrupamento (Cluster Analysis), visam organizar as
observagdes em grupos com base em suas semelhancgas. Por fim, os métodos preditivos, como
a Regressdo Linear Multipla (MLR) e a Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS)
utilizados para modelar relagdes entre varidveis independentes e dependentes (YAZICI,
2019).

A MLR e a PLS sdo amplamente utilizadas na modelagem molecular, especialmente
em estudos de QSAR, por permitirem a constru¢do de modelos preditivos e exploratérios
entre descritores moleculares e a atividade bioldgica de compostos (CHAUHAN; PALIWAL,;
SHARMA; JAIN et al., 2024; GOLBRAIKH; WANG; ZHU; TROPSHA, 2016). A MLR ¢
indicada quando as varidveis independentes ndo apresentam alta correlagdo entre si € o
nimero de descritores ¢ limitado. J& a PLS € mais robusta frente a multicolinearidade e
indicada quando h4 um grande numero de descritores ou quando estes superam o nimero de

amostras (YAZICI, 2019).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Estruturas dos inibidores de segunda geracao

A partir de uma revisao bibliografica prévia sobre moléculas com dados experimentais
de ICso (concentracdo minima necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica) de
inibidores de segunda geragdo, caracterizados como competitivos de ATP, este trabalho
concentrou-se na analise das enzimas PI3Ko e mTOR. Com base na andlise geral das
estruturas dos ligantes, foram definidos grupos de compostos a serem explorados. Cada grupo,
conforme ilustrado na Figura 4.1, € caracterizado por um elemento estrutural comum,
geralmente localizado na regido central da molécula. Essa classificagdo visa facilitar a analise
dos dados e avaliar se tais elementos estruturais influenciam as propriedades dos ligantes e

suas interagdes com os sitios ativos das enzimas estudadas. A série de moléculas estudadas no
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grupo A apresenta como nucleo central a cadeia N-[4-(1,3,5-triazin-2-yl)fenilJureia e as

estudadas no grupo B a cadeia 6-fenil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina.

Figura 4.1 — Elementos estruturais comuns em cada grupo.
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Fonte: do autor (2025).

Nas Tabelas S1 e S6 do material suplementar, apresenta-se a série de inibidores
analogos investigados de cada grupo, juntamente com seus respectivos valores de atividade
inibitoria frente as enzimas estudadas. Os compostos foram selecionados a partir de artigos e
patentes indexados no banco de dados ChEMBL, com base em sua atividade frente as
enzimas PI3Ka e mTOR. Para cada grupo de ligantes, as referéncias utilizadas para PI3Ka e

mTOR sdo:

e Grupo A: CHEMBL1157610 (VENKATESAN; DEHNHARDT; DELOS SANTOS;
CHEN et al, 2010), CHEMBL1255533 (VENKATESAN; CHEN; DOS SANTOS;
DEHNHARDT e al., 2010), CHEMBL1156955 (VERHEIJEN; RICHARD; CURRAN;
KAPLAN et al., 2010) e CHEMBL1156956 (RICHARD; VERHEUEN; YU; ZASK,
2010).

e Grupo B: CHEMBL1151963 (ZASK; VERHEIJEN; CURRAN; KAPLAN e al., 2009) e
CHEMBL1154707 (ZASK; KAPLAN; VERHEIJEN; RICHARD et al., 2009).

A atividade bioldgica dos compostos utilizados foi avaliada com base nos valores de

ICs0. Todos os dados experimentais de cada grupo foram extraidos de um unico estudo,
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garantindo uniformidade metodologica e evitando divergéncias associadas a diferentes
protocolos experimentais nos testes em cada enzima. As estruturas tridimensionais destes
compostos foram construidas no software Discovery Studio®, onde também foram
submetidos a minimizagao de energia e ao calculo das cargas parciais por meio do método de

Gasteiger-Marsili (GASTEIGER; MARSILI, 1980).

4.2 Preparo das enzimas PI3Ka e mTOR

As estruturas cristalograficas das enzimas PI3Ka ¢ mTOR foram obtidas do PDB (do
inglés Protein Date Bank, https://www.rcsb.org/) com o codigo 6GVI e 4JSX,
respectivamente. Ambos os cristais foram obtidos por organismos de expressdo de origem
humana, com resolucdo de 2,90 e 3,50 A, respectivamente. Esses cristais foram selecionados
devido ao interesse nos seus ligantes co-cristalizados, que apresentam similaridade estrutural
com os compostos avaliados neste estudo (OUVRY; CLARY; TOMAS; AURELLY et al.,
2019; YANG; RUDGE; KOOS; VAIDIALINGAM et al., 2013). As moléculas de agua foram
removidas, os 4&tomos de hidrogénio foram adicionados e a estrutura foi minimizada usando o
campo de forca CHARMM (Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics)
(VANOMMESLAEGHE; HATCHER; ACHARYA; KUNDU et al, 2010) no software
Discovery Studio®.

O campo de forca CHARMM foi desenvolvido para simular sistemas bioldgicos
complexos, incluindo peptideos, proteinas, grupos prostéticos, ligantes de pequenas
moléculas, acidos nucleicos, lipidios e carboidratos, tanto em solucdes quanto em cristais e
ambientes de membrana (MACKERELL JR; BASHFORD; BELLOTT; DUNBRACK JR et
al., 1998). Além dos termos padrdo que representam a energia de ligagdo, angulagdo e torcao,
o modelo matematico do CHARMM (equacdo 4.1) inclui dois parametros adicionais para

calcular a energia total do sistema (E): o termo improprio e o termo Urey-Bradley.

E= Z k(b — by)? + z ko (6 — 6)% + Z ky[1 + cos(ng— 6)]
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O termo impréprio ¢ uma extensao da energia relacionada a deformagdo angular fora
do plano, enquanto o termo Urey-Bradley ¢ uma extensdo do parametro de estiramento, que
também lida com deformagdes fora do plano. A inclusdo desses parametros aprimora a
precisdo das simulagdes de sistemas biologicos complexos, ajustando deformagdes angulares
e estiramentos fora do plano, aspectos essenciais para representar com fidelidade a geometria

e as interagdes que compdem esses sistemas.

4.3 Ancoramento molecular

O ancoramento molecular dos ligantes as suas respectivas enzimas-alvo foi realizado
no programa Molegro Virtual Docker *(MVD). Primeiro, uma cavidade correspondente ao
potencial sitio de ligagdo foi identificada utilizando um algoritmo de predi¢do implementado
no MVD. O método baseia-se em uma caixa gradeada com resolucio de 0,8 A e esferas de
raio de 1,4 A (van der Waals) posicionadas nos vértices, cobrindo toda a proteina. Os pontos
da grade onde a esfera colide com os atomos da proteina serdo denominados parte do volume
inacessivel, enquanto todos os outros pontos sdo denominados como acessiveis. As cadeias
laterais dos aminoacidos localizados a 6 A do centro do sitio ativo foram considerados
flexiveis durando o ancoramento. Para isso um potencial foi usado para simular a
flexibilidade da cavidade (encaixe induzido). Ao ancorar o ligante, o receptor ¢ mantido
rigido em sua conformac¢do padrdo. Apds o ancoramento, as cadeias laterais selecionadas
foram minimizadas em relagdo a pose encontrada. Depois do reposicionamento das cadeias
laterais, o ligante teve sua energia minimizada. Para prever os valores de energia de interagao
ligante-receptor, a funcdo de pontuacdo MolDock Score foi usada. As poses foram
selecionadas pelo algoritmo de pesquisa Moldock Simples Evolution (Moldock SE). Ele
realiza uma busca local por simplex (Nelder—Mead) a partir da pose gerada e, depois, amplia a
procura considerando as demais poses, caracterizando uma busca global.

A funcdo de pontuacdo do MVD ¢ derivada de campos de forga, sendo que a energia
total de pontuagdo (Escore) € Obtida pela soma das energias intermoleculares e intramoleculares

(equacao 4.2):

4 Molegro Virtual Docker, produzido por Molexus — Computational Drug Discovery. Toda a informagio contida
na segdo 4.3 foi retirada do manual de instrugdo do software a partir do Apéndice I: MolDock Scoring Function,
disponivel no site oficial da Molexus.

Fonte: Molegro Virtual Docker: Overview > User Manual. Disponivel em <http://molexus.io/molegro-virtual-
docker/> Acesso em: 25/07/2024.
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Escore = Einter + Eintra 4.2)

A energia intermolecular ¢ calculada a partir da equagao 4.3, em que o termo Epp €
definido como piecewise linear potential (potencial linear parcial), que contempla dois
parametros distintos, um referente ao termo de impedimento estérico entre atomos (van der
Waals) e outro mais forte, referente as interacdes tipo ligagdes de hidrogénio. O valor
absoluto 332,0 tem a fung¢io de fixar as unidades do potencial eletrostatico em kcal mol™!. Os
parametros q; e q; sdo referentes as cargas parciais dos atomos i e j, advindas do potencial de
Coulomb. O termo r;; € relativo a distdncia entre dois dtomos e o algoritmo considera o seu

termo ao quadrado.

4iq;
Bier = ) ) [Epr(n,-)+332,o N
ij

i€ ligante j Eproteina

(4.3)

O termo para a energia intramolecular é mostrado na equagao 4.4, onde termo Eprp, ja
mencionado, ¢ somado aos pardmetros de tor¢do molecular que se assemelha a por¢do de

energia de angulos diedros da equacdo 4.1.

Eintra = Z Z Eprp (rij) + Z A[1—cos (mo — 00)] + Eciasn (44)

i€ ligante j eEproteina ligacoes flexiveis

A equagdo para a energia intramolecular ainda possui um termo extra (Ecasn), definido
como o parametro que imputa uma penalidade de 1000 unidades caso um atomo pesado, que ¢
definido como sendo aqueles diferentes de hidrogénio, que estejam a uma distancia inferior a
2 A. A constante A ¢ a constante de forca derivada da série de Fourier, 0 é o angulo de tor¢io
e 0o ¢ o angulo de tor¢do da estrutura em equilibrio e o pardmetro m indica o indice do de
Fourier. Os parametros torcionais A, m e 0 possuem valores que variam de acordo com a
hibridizag¢ao. Hibridiza¢des entre carbonos sp2-sp3 possuem valores de 6o, me A de 0,6 ¢ 1,5
respectivamente. Hibridiza¢des do tipo sp3-sp3 tomam valores de w, 3 e 3. A hibridizacao do
tipo sp2-sp2 nao fica ativada como padrdo do programa, mas caso ativada, ela retorna os

valores de 0, 2 e 3 para os parametros A, m e 6.
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4.4 Descritores Moleculares

Os descritores moleculares sdao ferramentas que traduzem propriedades quimicas,
estruturais ou funcionais das moléculas em informagdes quantitativas, e sdo amplamente
utilizados em estudos de relagdo estrutura-atividade que buscam associar essas caracteristicas
a atividade bioldgica dos compostos. No presente trabalho, adotamos descritores que
caracterizem as interagdes-chave presentes nos complexos receptor-ligante. Especificamente,
eles correspondem as energias de interacdo intermolecular entre cada ligante e os residuos
situados em um raio de 6 A do centro da cavidade do sitio ativo de cada enzima. Cada residuo
selecionado fornece um valor de energia, expresso em kcal-mol™, refletindo sua contribuigdo
para a estabilidade da interagao.

Esta estratégia permite incorporar diretamente a estrutura tridimensional da proteina no
modelo, oferecendo uma visdo mais realista e funcional das interagdes intermoleculares. A
utilizagdo deste tipo de descritor permite identificar padrdes de afinidade e residuos chaves
que influenciam na poténcia dos inibidores, o que distingue o método de abordagens que
consideram exclusivamente propriedades estruturais ou eletronicas dos ligantes. Os valores de
energia foram obtidos por meio de calculos de ancoramento molecular e, para assegurar a
qualidade dos dados, foram mantidos apenas os descritores com variacao significativa (desvio

médio acima de 0,5), reduzindo ruido e multicolinearidade nos modelos.

4.5 Regressao linear multipla

A regressdo linear multipla (MLR) foi empregada para investigar como os residuos de
aminodcidos do sitio ativo de cada enzima contribuem para a poténcia dos ligantes avaliados.
O objetivo das analises de MLR foi identificar quais residuos influenciam, aumentando ou
diminuindo, a atividade dos compostos. Para tanto, foi calculada a correlagdo entre as
varidveis dependentes (atividade bioldgica, pICso) € as variaveis independentes (energias de
interacao intermolecular, em kcal/mol, obtidas via ancoramento molecular).

A técnica de MLR, que estabelece uma relacao entre uma matriz de descritores (X) € uma
variavel-resposta (Y), foi selecionada por ser apropriada em situagdes nas quais o numero de
descritores ¢ inferior ao nimero de amostras, além de ser estatisticamente mais simples e de
implementagdo direta. A MLR também permite uma interpretagdo direta dos coeficientes de
regressao, em que cada valor representa o peso individual de um descritor sobre a resposta

(pICso), favorecendo a analise da contribui¢do especifica de cada residuo de aminoacido.
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Os valores de ICso € K, originalmente expressos em nM, foram transformados em pICso €
pKi (—logo) para linearizacdo dos dados e melhor compatibilidade com os pardmetros tedricos
de energia (descritores), viabilizando uma correlagdo estatistica mais robusta. Os célculos
MLR foram realizados no software CHEMOFACE (NUNES; FREITAS; PINHEIRO;
BASTOS, 2012).

5  RESULTADOS E DISCUSAO
5.1 Calculos de ancoramento molecular

A estrutura da enzima PI3Ka, obtida a partir do cristal 6GVI contendo o ligante (3-(2-
azanyl-1,3-benzoxazol-5-yl)-1-propan-2-yl-pyrazolo[ 3,4-d]pyrimidine-4,6-diamine) co-
cristalizado, ¢ apresentada na Figura 5.1. A cavidade identificada apresenta um volume de
152,6 A3. Os residuos que compdem o sitio ativo em um raio de 6,0 A a partir do ligante de
referéncia incluem: Arg770, Met772, Ser774, Pro778, Trp780, 11e800, Lys802, Leu807,
Leu814, Tyr836, Cys838, 11e848, Glu849, Val850, Val851, Arg852, Ser854, His855, Thr856,
GIn859, Ser919, Met922, Phe930, 11€932, Asp933, Phe934, Gly935. A figura 5.2 mostra a
estrutura da enzima mTOR, obtida a partir do cristal 4JSX contendo o ligante Torin2 co-
cristalizado. A cavidade identificada apresenta um volume de 596,0 A3. Os residuos que
compdem o sitio ativo em um raio de 6,0 A a partir do ligante de referéncia sdo: 112163,
Lys2166, GIn2167, Pro2169, Ser2165, Leu2185, Lys2187, Leu2192, Glu2190, Asp2195,
Tyr2225, 11e2237, Gly2238, Trp2239, Val2240, Pro2241, His2242, Cys2243, Asp2244,
Thr2245, Asp2338, His2340, Ser2342, Asn2343, Met2345, Arg2348, Leu2354, 1le2356,
Asp2357, Phe2358.

O ancoramento dos ligantes co-cristalizados em cada estrutura foi realizado com o
objetivo de efetuar o redocking, uma etapa essencial para a validacdo do método empregado.
O desvio quadratico médio (RMSD) obtido para a molécula co-cristalizada na enzima PI3Ka,
em comparagio a pose prevista pelo MVD, foi de 1,54 A, enquanto para a enzima mTOR o
valor calculado foi de 0,89 A. Como todos os valores de RMSD permaneceram inferiores a
2,0 A, o método adotado foi considerado validado para aplicacdo nos célculos de ancoramento

subsequentes.



Figura 5.1 — Estrutura do sitio ativo da enzima PI3Ka com a representacao da cavidade e o
ligante 3-(2-azanyl-1,3-benzoxazol-5-yl)-1-propan-2-yl-pyrazolo[3,4-d]pyrimidine-4,6-
diamine), obtida do PDB 6GVI.

Fonte: do autor (2025).

Figura 5.2 — Estrutura do sitio ativo da enzima mTOR com a representacdo da cavidade e o
ligante Torin 2, obtida do PDB 4JSX.
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O
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Fonte: do autor (2025).
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A Figura 5.3 apresenta o alinhamento parcial das sequéncias primarias das enzimas

PI3Ka e mTOR, uma andlise essencial para este estudo, pois permite a comparagado direta de

seus sitios ativos. O alinhamento foi realizado utilizando o software Discovery Studio, por

meio do método de sobreposi¢ao estrutural. Foram considerados os intervalos de residuos

754-1012 para PI3Ka e 2141-2430 para mTOR. O resultado indicou uma similaridade

29,3% entre as sequéncias primarias neste intervalo especifico, que engloba o sitio

de
de



50
-LHYKHQNQ

KR E R R K R R KK R E KR EE KR EEEEERE

DCNYPDPMVRGFAVRCLEKYLTDDKL - - - - - - - - ------------------

I

- LWFDYGHWPDVNEALVEGVKATIQIDTW

LEVKWNSRDEVAQMYCLVKDWPPIKPEQA--------

Essa comparagdo sera retomada e aprofundada nos topicos

interagdo de ambas as enzimas (mTOR, PDB 4JSX; PI3Ka, PDB 6GVI). Essa analise
investigados.

evidenciou regides conservadas e divergentes, cujo entendimento ¢ fundamental para
interpretar como as variagdes estruturais influenciam a estabilidade e as interagdes com os

ligantes
subsequentes.

SLVVSPHEDMRTWLKYASLCGKSGRLALAHKTLYLLLGVDPSRQLDHPLPTVHPQVTYAYMKNMWKSARKIDAFQHMQHFYQTMQQQAQHATATEDQQH

- - E
KQELHKLMARCFLKLGEWQLNLQGINESTIPKVLQYYSAATEHDRSWYKAWHAWAYV

E K K E R E K E K K K K KK K K E X K R E KKK K KK X K B K E KK K K KKK XK E KK E KK KK K XX KK
E
ARDEKKKVTEDLSKTLLMYTVPAVQGFFRSISLSRGNNLQDTIER

H R E B K B K R R KK R R KK R E R K R E R KR EEE R RN EEEEEEE KRR

- #| 0w PE6|= o [CTOT|w o

a2 * ¢ E EZ6) TT0T |0 =

I - ¥ o — 226 0T0T| = =

w0 = =] # 0w TE6 E00T|w —

20401 # o W 026 800T| v —

T04 < # v #[ ¢ =T G616

004f = # > # o= 216

669 * T #f 0w L16

859 = =4 E =4 91|

LG9l = # = # = 516

9690 ¥ W # o +16

569U * 0w w0 = £16

FE9 < T * 0 = ¥+ o= 16|

€69 w 0w ¥ oo TT6|

Z69 x| =4 016

169 = = w0 ¥+ = 06|

068ln = #1 #| 1o 206

539 = I =1 L06

289 ® 0 o W o> 906

£89) # 0 | BOLw 506

989 1 # o] £80w +05

5890 = #| 0w 994 £06

FEI| L - |+ =| 59 e 06| v =

£39| o # v =| PR T0G o

CEOEE|  « v | E9L= ¢ 005 o

1891 T #| v | €94 GE8| e

039| > # 0 | T8 =

w0 w0 o) 094 o Ot]

* - # W] 654 ¢ 968 s

¥ = |+ —| BSL "o

# = #| v =| £5La o s

o |+ w| 954 = =2

w0 o= |+ Ww| S5 w ]

BL8[— # 0 = | PSL| [

8490 #| v W] ESLfw = =

Lédl= x| # < w

49| T * 0 = wf v = B

SL91Z » # = #| 1+ oW '

PLO( W EI-4 I '

EL9n = | oW =] '

CL9)= = #[ 1 W #| 1o '

T£9 ¥ W #w w

049 T o * > = o

599 # v | v [

299 # 0 o €54 e

£99 # 0w TSHw —| L6

999\ L #| v | 05w jri-iie] =

599 # v w| 6RY o T e | OL6|w o

$39 0 o w| v w| BRI 695 o w

£99) = FI R A=Yl ) - o B95| < =

299 #| v 0| Obla = I o| L9 w =]

T99 o | w| Sp=E o v | 996 = =

020FE]| | | pRLw = | 596/ = o

659 > ¥ = = w0 | FIE— w =

859| 1 # = # 0 > w0 =| OGBS « o

L59)< w * 0w F = ® =[98~ < ]

959 = — ® T w0 w0 o= T o = ¥ 0

= # wi #| 0 | 096w # [=]
(=] P ¥ T| 656/a o =]

| o *| v ¥ 0w 856 0= #+ T
' o *#[ ¢ = #[ Ww| £SBl- o2 *[ v
i [~2] # ¥ 0 = 9561 * 0 WL
' = =4 w0 w| SSojENEl o
| o w| oo ¥ 0 = PSEIL o ¥ oo

£59 o o | LELw E #  =| £56(a w w

259w o | SEL = E = L1 =1 '

TS| o | SEL w0 > X = =

059 = + | PEL W #[ v L 0 = "o

6P o o | EEL e # =] 9L w0 v

89 o o | TELE - ¥+ T ] s

IO = | TEL o wf v oo ¥+ ¥ T s

99 o | OEL = # 0w ¥ = ¥ a "o

St9| o | BEL = #f v = ¥+ W W[ o> oW

P> = | 820 | ¥ | k0| ¥ o o

P9 o | £2E - wf v o= ¥ = w0 o =

#| 0o 924w #| v >| SBL O S =

W | SZLa w0 | PEE W ¥ E -

w0 o| PEL = ¥+ | EBL o I 4 '

#| 1 | ECL = & =| 6L o ™ -

# el ZZw # 0 =] TBLw X =

w0 o= TEL oy [+ | 06w o 0=

w| e | OZL[ = o # 1 | BBL = ¥

w0 x| BTL o #| = | BBL = ¥ T

w| | BT #| ol LBla W w

¥ 4| LTl — #[ v x| 98 o MG

kP9 w o [ 9T # =] SBL= # =

T#9| > ST # + =| PEL W I B

OF9| = o | PIL= & *| + | EBL = ! -

6E9[ - ETL| #| 1 w| CBL = ] V=

B8E9| = | CT4 w| v x| TBL W = [

LE9l o o | TTE * v E| 08L= K= "<

99| = o [ OTL wf v | BEL 1 e w0 = L

SE9[— | BOL = #| 1 x| BLL # oW =

FE9 804 = ® o] LEL] w0 "

EE9— o L0fw = x| 0 | DEL w0 > =1

ZE9 904 w0 S| GLL = E =] -

TE9| > >| SOL O < # 0w PLL Z98lu o= # 0w e

0E9) O£ ®| 1 | ELL T98| o — | 926|a — [PTOT| > o

629|w» —i| E0Z| # | ZLL] 09BN 526/a of [ETOT| o

da enzima PI3Ka. A

intensidade da coloracdo azul indica o nivel de similaridade entre os aminoacidos: tons mais claros

A

\

a sequéncia

Fonte: do autor (2025).

Itipla (MLR)

inear mu

As energias de interacdo intermoleculares (varidveis independentes), mostradas nas

tabelas S3 e S5 do material suplementar, foram calculadas via ancoramento molecular dos
compostos descritos na Tabela S1 do mesmo material, para mTOR e PI3Ka, respectivamente.
Em ambos os conjuntos de célculos, o composto Gedatolisibe foi utilizado como referéncia

escuro corresponde a aminoacidos idénticos. A auséncia de cor indica auséncia de similaridade

representam baixa similaridade, azul intermediario indica similaridade moderada e o azul mais
estrutural.

Legenda: A numeragdo na linha em tom bege corresponde

5.2 Regressao 1
5.2.1 Grupo A
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espacial para a selecdo das poses. Esta escolha deve-se ao fato desse composto ser
amplamente reconhecido na literatura como um potente inibidor dual PI3K/mTOR
(ROSSETTI; BROEGE; SEN; KHAN et al., 2024). O critério adotado visou minimizar o
desvio dos elementos estruturais comuns nos conjuntos de moléculas, permitindo avaliar de
forma mais precisa o efeito dos grupos substituintes na atividade dos compostos.

A Figura 5.4 apresenta a sobreposicdo das 82 poses selecionadas, sendo 47
correspondentes @ mTOR e 35 a PI3Ka, os valores de energia Moldock, interagao
intermolecular e ligacdo de hidrogénio calculados para essas poses estdo mostradas nas
Tabelas S2 e S4 do material suplementar, respectivamente. A estrutura em verde corresponde
ao sitio ativo da mTOR, enquanto a regido em rosa evidencia o sitio ativo da PI3Ka. Essa
representacdo favorece a andlise comparativa das cavidades de ligagdo, ressaltando tanto as
similaridades quanto as particularidades estruturais de cada enzima, o que contribui para a
compreensdo dos modos de interagdo receptor-ligante e para a identificagdo de padrdes

relevantes ao processo de caracterizagao.

Figura 5.4 — Estrutura do sitio ativo das enzimas mTOR e PI3Ka com a representagao da
sobreposi¢do das poses dos compostos investigadas no grupo A.

Fonte: do autor (2025).

Os 82 compostos foram randomicamente divididos em conjunto de treinamento (75%)
e teste (25%). Os valores experimentais e os valores preditos pela MLR estdo apresentados
nas tabelas S3 e S5 do material suplementar para mTOR e PI3Ka, respectivamente. As
Figuras 5.5 e 5.6 mostram os graficos de correlagdo entre os valores experimentais € 0s
preditos de pICso. Os coeficientes de determinacao (R?) obtidos para mTOR foram de 0,73

para o conjunto de treinamento e 0,73 para o conjunto de teste para mTOR. Para a PI3Ka
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obtivemos 0,72 para o conjunto de treinamento e 0,78 para o conjunto de teste. Valores de R?
iguais ou superiores a 0,7 sdo aceitos para esse tipo de modelagem (HOONDERT;
OLDENKAMP; DE ZWART; VAN DE MEENT et al., 2019; ZYDEK; BRZEZINSKA,
2012).

Figura 5.5 — Regressao linear pIC50 experimental vs. pIC50 predito para mTOR para o

conjunto de treinamento.

PICs0exp. VS PICs0prea.
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Fonte: do autor (2025).

Figura 5.6 — Regressao linear pICso experimental vs. pICso predito para PI3Ka para o
conjunto de treinamento.

PICs0exp. VS PICs0pre.
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y=0.7229x + 1.7794
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~
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Fonte: do autor (2025).
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Nas Equagdes 5.1 e 5.2, sdo apresentados os coeficientes resultantes da MLR para
cada descritor (residuo de aminoécido) que refletem a influéncia de cada um na interagdo com
os compostos investigados, para mTOR e PI3Ka, respectivamente. Coeficientes negativos
indicam que o descritor contribui de forma favordvel a atividade bioldgica dos ligantes,
enquanto coeficientes positivos sugerem efeito desfavoravel. Isso ocorre porque valores de
energia mais estaveis sao numericamente mais negativos, refletindo em um aumento do pICso

e, consequentemente, em menores valores de ICso, 0 que indica maior poténcia inibitoria.

pICso = 1,674 +0,260-Thr2245 +0,240-His2189 +0,068-Gly2359 +0,040-Asp2433
+0,031-Val2240 +0,024-Asp2357 +0,021-Leu2192 +0,011-Trp2429

+0,007-Ser2342 +0,005-Asp2191 +0,004-GIn2194 +0,003-Phe2358
-0,004-Asp2195 -0,007-11e2237 -0,016-Trp2239 -0,030-Arg2430  (5.1)
-0,042-Tyr2225 -0,069-Met2345 -0,081-Glu2190 -0,140-Lys2187

-0,171-Asp2360 -0,235-11e2356 -0,450-Cys2243

plCso = 6,412 +0,235-Glul012 +0,116-His936 +0,086-Asp805 +0,076-Met772
+0,050-Lys776 +0,045-Met922 +0,033-Ser854 +0,025-Val851 +0,008-Trp780
+0,004-Asp806 +0,003-GIn809 -0,007-Asp810 -0,054-Ser774 -0,080-Val850
-0,093-Lys802 -0,140-Phe930 -0,187-Ser773 -0,227-Gly935 -0,251-Gly804

(5.2)

A comparagdo entre as duas equagdes foi realizada a partir da anélise dos coeficientes
obtidos pela MLR, na qual os modelos foram construidos com base nas interagdes receptor—
ligante e nos valores experimentais de pICso apresentados nas Tabelas S3 e S5 do material
suplementar. A andlise de MLR foi realizada correlacionando os valores de atividade
experimentais (variaveis dependentes) e de energia intermolecular (variaveis independentes).
Nesse tipo de abordagem, os coeficientes sdo determinados de forma a minimizar a diferenga
entre os valores experimentais e os valores previstos pelo modelo. Em outras palavras, a MLR
ajusta uma equagdo matematica que relaciona cada contribuicdo de energia (varidveis
independentes) com a atividade observada (varidvel dependente), atribuindo pesos
(coeficientes) a cada termo. O sinal e a magnitude desses coeficientes indicam se a interacao
associada a um determinado residuo contribui positiva ou negativamente para a atividade,
além da intensidade dessa contribuicao.

A Tabela 5.1 resume os residuos de mTOR e PI3Ka com seus coeficientes de

contribuicao a atividade bioldgica dos ligantes obtidos pelo modelo MLR. A correspondéncia
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entre os residuos foi determinada pela sobreposicdo das sequéncias primarias das enzimas,
permitindo identificar padrdes de contribuicdo semelhantes ou divergentes em cada sitio
ativo. Alguns residuos correspondentes ndo possuem coeficiente na equagdo porque nao

foram considerados relevantes durante a etapa de selecdo de descritores do modelo MLR.

Tabela 5.1 — Relagdo entre residuos correspondentes de mTOR e PI3K o com coeficientes

da MLR.
mTOR Correspondente em PI3Ka Correspondente em
(coef./residuo) PI3Ka (coef./residuo) mTOR
+0.260-Thr2245 Thr856 +0.235-Glu1012 -0.030-Arg2430

+0.240-His2189
+0.068-Gly2359
+0.040-Asp2433
+0.031-Val2240
+0.024-Asp2357
+0.021-Leu2192
+0.011-Trp2429
+0.007-Ser2342
+0.005-Asp2191
+0.004-GIn2194
+0.003-Phe2358
-0.004-Asp2195
-0.007-11e2237
-0.016-Trp2239
-0.030-Arg2430
-0.042-Tyr2225
-0.069-Met2345
-0.081-Glu2190
-0.140-Lys2187
-0.171-Asp2360
-0.235-11e2356
-0.450-Cys2243

-0.251-Gly804
-0.227-Gly935
gap
+0.025-Val851
Asp933
Leu807
Prol011
Ser919
+0.004- Asp806
+0.003-GIn809
Phe934
-0.007-Asp810
11e848
-0.080-Val850
+0.235-Glu1012
Tyr836
+0.045-Met922
+0.086-Asp805
-0.093-Lys802
+0.116-His936
11e932
+0.033-Ser854

+0.116-His936
+0.086-Asp805
+0.076-Met772
+0.050-Lys776
+0.045-Met922
+0.033-Ser854
+0.025-Val851
+0.008-Trp780
+0.004-Asp806
+0.003-GIn809
-0.007-Asp810
-0.054-Ser774

-0.080-Val850
-0.093-Lys802
-0.140-Phe930
-0.187-Ser773

-0.227-Gly935
-0.251-Gly804

-0.171-Asp2360
-0.081-Glu2190
[le2163
GIn2167
-0.069-Met2345
-0.450-Cys2243
+0.031-Val2240
Lys2171
+0.005-Asp2191
+0.004-GIn2194
-0.004-Asp2195
Ser2165
-0.016-Trp2239
-0.140-Lys2187
Leu2354
Thr2164
+0.068-Gly2359
+0.240-His2189

Fonte: do autor (2025).
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A identificacdo dos residuos equivalentes entre as enzimas mTOR e PI3Ka permitiu
comparar diretamente os valores dos coeficientes correspondentes. Essa andlise mostrou um
comportamento, em maior parte, oposto entre as duas enzimas no caso do grupo A: residuos
com coeficientes negativos com peso alto para a mTOR apresentaram coeficientes positivos
relevantes para a PI3Ka, e vice-versa. Esse padrao evidencia potenciais residuos de
aminoacidos determinantes de seletividade entre as enzimas e auxilia no direcionamento do

desenho de novos potenciais inibidores.

O residuo Cys2243 da mTOR, identificado como o de maior coeficiente negativo no
modelo e o residuo correspondente na PI3Ka, Ser854, apresentou coeficiente positivo. A
Figura 5.7 destaca a regido de interagdo da Cys2243 com os dois compostos mais ativos do
conjunto (29D e 10D, ambos com maiores valores de pICso), os quais apresentam anéis
morfolinicos com ponte etileno na posicdo R1. Em contraste, os compostos menos ativos
(10A e 9A) possuem anéis morfolinicos simples em R1, conforme ilustrado na Figura 5.8.
Como o coeficiente associado ao Cys2243 foi negativo no modelo, a presenga de substituintes
volumosos nessa regido parece favorecer a interacdo, o que sugere um caminho para a
proposi¢do de inibidores mais potentes. Além disso, a analise das energias de interacdo
obtidas no ancoramento molecular mostrou que 29D e 10D apresentaram valores mais
estaveis (menores) do que 10A e 9A, refor¢ando a correlagdo entre as observacdes
experimentais, o modelo estatistico e os resultados de simulacdo. Em termos de interagdes,
tanto a morfolina em ponte quanto o anel morfolina simples podem formar interagdes de van
der Waals, envolvendo a por¢do —SH da cisteina e os oxigénios dos anéis, que estabilizam a

regido, desde que estejam em orientagdo adequada.
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Figura 5.7 — Representagdo grafica da regido de interagdo dos compostos 29D e 10D com o
residuo Cys2243.
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Fonte: do autor (2025).

Figura 5.8 — Representagdo grafica da regido de interacdo dos compostos 10A e 9A com o
residuo Cys2243.
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Fonte: do autor (2025).

As Figuras 5.9 e 5.10 mostram a interacao do residuo Ser854 em R1, onde os ligantes
mais potentes (38D e 20D) apresentam como substituintes anéis morfolinicos com ponte
etileno entre os carbonos 2 e 6, € o menos ativo (17D) um metilpropan-2-amina. Uma

diferenca estrutural relevante nessa regido entre as enzimas estd nos residuos correspondentes
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Leu2354 (mTOR) e Phe930 (PI3Ka). Neste cendrio, o maior volume de Phe930 pode
aumentar o impedimento estérico em R1, dificultando o encaixe de substituintes volumosos.
No entanto, o coeficiente positivo da Ser854 e as energias de interagdo menos estaveis obtidas
para os compostos mais potentes sugerem que a elevada atividade de 38D e 20D ndo se deve
diretamente a esse residuo, mas a interagdes em outras regides do sitio ativo. Ainda assim, a
compara¢cdo com o residuo analogo da mTOR (Cys2243), que apresentou contribui¢ao
positiva para a poténcia dos inibidores, refor¢a a importancia dessa comparacdo para uma

melhor compreensdo dos determinantes de seletividade entre as duas enzimas.

Figura 5.9 — Representagdo grafica da regido de interagdo dos compostos 38D e 20D com o
residuo Ser854.

Fonte: do autor (2025).
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Figura 5.10 — Representacdo grafica da regido de interacdo do composto 17D com o residuo
Ser854.

Fonte: do autor (2025).

Segundo Venkatesan (2010), a regido de dobra mostrada na Figura 5.11, que inclui os
residuos Asp805, Glu2190, Lys802, Lys2187, Gly804, Gly2188 e His2189 das enzimas

PI3Ka e mTOR, respectivamente, constitui uma area importante para a interagdo com o0s

substituintes R3 dos ligantes.
Figura 5.11 — Regido de dobra das enzimas PI3Ka e mTOR e seus residuos-chave de

interacgao.

ASP805
GLU2190

Fonte: do autor (2025).
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Em pH fisiolégico (7,4), os residuos de glutamato e aspartato encontram-se
desprotonados, apresentando carga negativa nos grupos carboxilato, enquanto o grupo amino
da lisina permanece protonado, com carga positiva. Nessas condicoes, os residuos Asp804 e
Lys802 da PI3Ka estao posicionados de forma favoravel a formag¢ao de uma ponte salina,
interagdo que confere estabilidade adicional a regido (Figura 5.12). De modo anélogo, na

enzima mTOR essa interacdo ocorre entre Lys2187 e Glu2190 (Figura 5.13).

A principal diferenca estrutural entre as duas enzimas estd relacionada a posigao da
glicina. Em PI3Ka, Gly804 encontra-se adjacente ao aspartato, enquanto em mTOR a
presenga de His2189 separa Gly2188 de Glu2190, originando uma cavidade mais profunda
nessa regido. Essa diferenca altera significativamente o volume da cavidade, em PI3Ka o
espaco ¢ mais restrito, o que dificulta o encaixe de grupos volumosos em R3, ao passo que na
mTOR a cavidade com maior volume pode acomodar grupos maiores com menos restrigdes
estéricas. Essa observacdo ¢ corroborada pelas equagdes 5.1 e 5.2, nas quais os residuos
Gly804, Lys802, Lys2187 e Glu2190 apresentam coeficientes negativos, indicando

contribuicao positiva para a poténcia dos compostos.

Figura 5.12 — Regido de dobra da enzima PI3Ka e seus residuos-chave de interagao.

Fonte: do autor (2025)
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Figura 5.13 — Regido de dobra da enzima mTOR e seus residuos-chave de interagao.

Fonte: do autor (2025).

Com base nessas observagdes, foram propostos cinco novos possiveis inibidores (PA1-
PAS), cujas estruturas estdo apresentadas na Tabela 5.2. Os valores previstos de pICso
calculados a partir das Equacdes 5.1 e 5.2 para as enzimas mTOR e PI3Ka, respectivamente,
estdo apresentados também na Tabela 5.2. As modificagdes estruturais foram direcionadas
principalmente as posi¢des R1 e R3, identificadas como as regides com maior potencial de
otimizagao.

A proposta PAl, em comparacio com o composto 29D, apresentou valores de
MolDock e de energia de ligagdo de hidrogénio mais estdveis, assim como um maior pICso.
Seu desempenho em PI3Ka ndo foi satisfatorio, sugerindo seletividade para mTOR. As
alteragOes estruturais mais relevantes ocorreram em R2, com a adicdo de um anel (2R,4S5)-
piperidina substituido por uma metila no carbono 2 e uma hidroxila no carbono 4. Em R3, a
substituicdo da amina tercidria terminal por um grupo hidroximetil, combinada com a
presenca da hidroxila em R2, provavelmente contribuiu para a maior estabilidade da energia

das ligacoes de hidrogénio.
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A proposta PA2, embora ndo tenha apresentado alteracdes significativas nos valores
de energia, exibiu aumento relevante no pICso para mTOR, mantendo baixo desempenho em
PI3Ka, reforcando o perfil seletivo. Nessa proposta, um dos substituintes metil da amina
terciaria terminal em R3 foi substituido por um etil, evidenciando novamente que substituintes
mais volumosos em R3 favorecem a seletividade para mTOR.

Por outro lado, a proposta PA3 apresentou valores de energia mais estaveis e o maior
pICso do conjunto quando comparada ao composto 38D, que apresenta estrutura semelhante
ao 29D. Como seu desempenho em mTOR nao foi satisfatorio, PA3 se mostra um potencial
inibidor seletivo para PI3Ka, corroborando que substituintes menos volumosos em R1 e R3
favorecem a seletividade para esta enzima. As propostas PA4 e PAS seguem padrdes
similares aos de PA3, reforcando que os substituintes em R1 s3o elementos-chave na

determinacao da seletividade enzimatica.

Tabela 5.2 — Estruturas, valores de energia (MolDock, interacao intermolecular e ligagdes de
hidrogénio) em kcal-mol™, e valores de pICso estimados para cada proposta para mTOR e

(PI3Ka). (Continua)
. pICso
Comp. Estrutura Moldock Inter. Lig. H Pred. )
Q
e
@N-ﬁ y
29D -147,2  -199.9 -29 9,85

38D 98,4 -1542 -30 7,37¢
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Tabela 5.2 — Estruturas, valores de energia (MolDock, interacdo intermolecular e ligacdes de
hidrogénio) em kcal-mol™, e valores de pICso estimados para cada proposta para mTOR e
(PI3Ka).

(Continuagao)
Comp Estrutura Moldock Inter Lig. H plcf(l*
: : ' Pred.” ™
(s)
\R)
°©N‘<}:/N 3
PAl b 1556 2025 <62 10,017
NHj ] (-81,50)  (-128,46) (-0,02)  (6,48)"
\@ﬂ\h—/ 147,53 20241 2,87  10,12°
(-47,02) (-110,45) (-0,44) (6,45
PA2 .
\\N’EHB
HC>
O
. -12435  -162,53  -3,26 8,41°
[0] -
Q‘{\ (-98,77) (-151,64) (-0,80)  (8,48)"
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Tabela 5.2 — Estruturas, valores de energia (MolDock, interagcdo intermolecular e ligagdes de
hidrogénio) em kcal-mol™, e valores de pICso estimados para cada proposta para mTOR e
(PI3Ka).

(Conclusao)
Comp. Estrutura Moldock Inter. Lig. H PII;IdCfg*)
e
(o] N=
\\/N\<\ Y
N
PA4 -148,80  -190,56  -6,95 8,01
NH«(O (-99,95) (-158,36) (-4,30) (7,50)**

OH

Q
i NQ -121,66  -161,17  -1,75 8,90"

\ (-91,74) (-122.25) (-0,74) (7.54)"

PAS

*yalor previsto pela equagéo 5.1
(**) valor previsto pela equagdo 5.2
Evalor experimental

Fonte: do autor (2025).

2.5.2 Grupo B

Para o estudo dos compostos pertencentes ao grupo B, apresentados na Tabela S6 do
material suplementar, foram empregados os mesmos parametros de célculo de ancoramento
molecular e 0 mesmo critério de selecdo das poses. Nesse caso, o composto 3-(2-azanyl-1,3-
benzoxazol-5-yl)-1-propan-2-yl-pyrazolo[3,4-d]pyrimidine-4,6-diamine, cocristalizado no
cristal 6GVI, foi utilizado como referéncia para a escolha das poses em ambas as enzimas,

uma vez que contém o nucleo estrutural caracteristico do grupo B. A Figura 5.14 ilustra a
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sobreposi¢do das 97 poses selecionadas, sendo 48 associadas @ mTOR e 38 a PI3Ka, os
valores de energia Moldock, interagdo intermolecular e ligagao de hidrogénio calculados para
essas poses estdo mostradas nas Tabelas S7 e S9 do material suplementar, respectivamente.
Nessa representacdo, a regido em verde corresponde ao sitio ativo da mTOR, enquanto a
regido em rosa evidencia o sitio ativo da PI3Ka. As estruturas das proteinas e das poses
selecionadas também foram sobrepostas a fim de destacar padrdes estruturais relevantes para

a interpretacdao dos modos de interagao receptor-ligante.

Figura 5.14 — Estrutura do sitio ativo das enzimas mTOR e PI3K com a representacdo da
sobreposi¢do das poses dos compostos investigadas no grupo B.

Fonte: do autor (2025).

Os 97 compostos foram randomicamente divididos em conjunto de treinamento (75%)
e teste (25%). Os valores experimentais e os valores preditos pela MLR estdo apresentados
nas Tabelas S8 e S10 do material suplementar para mTOR e PI3Ka, respectivamente. As
Figuras 5.15 e 5.16 mostram os graficos de correlagdo entre os valores experimentais € 0s
preditos de pICso. Os coeficientes de determinagao (R?) obtidos foram de 0,77 para o conjunto
de treinamento e 0,73 para o conjunto de teste para mTOR, e 0,75 para o conjunto de
treinamento e 0,80 para o conjunto de teste para PI3Ka. Como os valores de R? foram todos

superiores a 0,7 os modelos foram aceitos para prosseguir a analise.
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Figura 5.15 — Regressao linear pICso experimental vs. pICso predito para mTOR para o
conjunto de treinamento.
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Fonte: do autor (2025).

Figura 5.16 — Regressao linear pICso experimental vs. pICso predito para PI3Ka para o
conjunto de treinamento.
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Fonte: do autor (2025).

As Equacdes 5.3 e 5.4 apresentam os coeficientes resultantes da MLR para cada
descritor (residuo de aminoacido) que refletem a influéncia de cada um na interagdo com os

compostos investigados, para mTOR e PI3Ka, respectivamente. Lembrando que coeficientes
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negativos indicam que o descritor contribui de forma favordvel a atividade bioldgica dos

ligantes, enquanto coeficientes positivos sugerem efeito desfavoravel.

plCsy = 0,723
+0,219-Glu2190
+0,010-Trp2239 -0,039-Leu2354
-0,089-112356 -0,090- Asp2195
-0,134-Lys2187  -0,145-Asp2357
-0,647-Leu2185

+0,770-11e2163
+0,131-Gly2238
-0,056 - Tyr2225
-0,103-Leu2192
-0,154-Phe2358

+0,622-Asp2360  +0,362-11e2237
+0,013-Asp2191
-0,084-Met2345

-0,113-Val2240 (5.3)
-0,324-Pro2169

pICso = 18917 -0,422-Val851 +0,282-Glu798 +0,225-Met922
+0,216-GIn859 +0,184-Val850 +0,132-Tyr836 +0,108-Ser854
+0,093-Trp780  +0,017-Ser774 -0,030-11e932 -0,038-Thr856

-0,046-11e848 -0,124-Ser773 -0,125-Arg770 -0,133- Asp805 -0,186-His855

(5.4)

A Tabela 5.3 resume a correspondéncia entre os residuos de mTOR e PI3Ka e seus
coeficientes de contribuicdo a atividade biologica dos ligantes obtidos pelo modelo MLR. A
correspondéncia foi determinada pela sobreposicdo das sequéncias primarias das enzimas, €
alguns residuos ndo possuem coeficiente na equacdo por ndo terem sido considerados

relevantes na selecdo de descritores do modelo.

Tabela 5.3 — Relacdo entre residuos correspondentes de mTOR e PI3Ka com coeficientes

da MLR. (continua)

mTOR Correspondente em PI3Ka Correspondente em
(coef./residuo) PI3Ka (coef./residuo) mTOR
GIn2194

+0.657-11e2163
+0.577-Asp2360
+0.425-11e2237
+0.204-Glu2190
+0.107-Gly2238
+0.023 - Trp2239
+0.017-Asp2191
-0.016-Met2345

+0.032-Met772
His936
-0.481-11e848
-0.133-Asp805
-0.017-Glu849
+0.193-Val850
+0.011-Asp806
-0.004-Phe930

+0.339-GIn809
+0.193-Val850
+0.167-Tyr836
+0.114-Gly935
+0.054-Thr773
+0.051-Asp810
+0.049-Ser919
+0.032-Met772

+0.010-Trp2239
-0.056-Tyr2225
Gly2359
Thr2164
-0.090-Asp2195
Ser2342
+0.770-11e2163
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Tabela 5.3 — Relagdo entre residuos correspondentes de mTOR e PI3Ka com coeficientes

da MLR. (conclusao)

-0.047-Tyr2225

-0.048-11e2356
-0.051-Asp2195
-0.052-Leu2354
-0.094-Leu2192
-0.109-Phe2358
-0.139-Val2240
-0.167-Lys2187
-0.185-Asp2357
-0.249-Pro2169
-0.553-Leu2185

+0.167-Tyr836

Met922
-0.022-11e932
+0.051-Asp810
-0.084-Leu807
Phe934
+0.018-Val851
-0.073-Lys802
+0.030-Asp933
Pro778
11e800

+0.030-Asp933

+0.018-Val851
+0.011-Asp806
-0.004-Phe930
-0.017-Glu849
-0.022-11e932
-0.058-Ser774
-0.073-Lys802
-0.084-Leu807
-0.133-Asp805
-0.162-Thr856
-0.481-11e848

-0.145-Asp2357

-0.113-Val2240
+0.013-Asp2191
-0.039-Leu2354
+0.131-Gly2238
-0.089-11e2356
Ser2165
-0.134-Lys2187
-0.103-Leu2192
+0.219-Glu2190
Thr2245
+0.362-11e2237

Fonte: Do autor (2025).

A Figura 5.17 apresenta as principais interagdes estabelecidas entre o composto mais
ativo do conjunto, 28A, e os residuos de aminoacidos do sitio ativo. Em R1, o substituinte
metoxicarbonil, ligado ao anel de piperidina, estabelece duas ligacdes de hidrogénio, uma
com Ser2165 e outra com GIn2167. Em R2, o oxigénio do anel morfolina forma ligagdao de
hidrogénio com Val2240, enquanto em R3 a hidroxila do alcool benzilico interage por
ligagdes de hidrogénio com Asp2191 e GIn2194. Além dessas interagdes especificas, destaca-

se a interacao do grupo ureia com Asp2357, observada em todos os ligantes analisados.

A Figura 5.18 mostra as interagdes do composto 28A com a enzima PI3Ka. Em R1,
observa-se agora uma ligagdo de hidrogénio entre o nitrogénio do anel de piperidina e Ser774,
além de uma interagdo com o grupo éster. Em R2, ndo houve mudanga. Ja em R3, a hidroxila
do alcool benzilico passa a formar ligagdes de hidrogénio com Gly935, enquanto a interagao

com o grupo ureia com o Asp805 prevalece no conjunto como um todo.
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Figura 5.17 — Representacdo grafica das interagdes entre o composto 28A com o sitio ativo da
enzima mTOR.

Fonte: do autor (2025).

Figura 5.18 — Representacao grafica das interagdes entre o composto 28A com o sitio ativo da
enzima PI3Ka.

Fonte: do autor (2025).
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Uma diferenca estrutural relevante a ser considerada refere-se ao par de residuos
correspondentes GIn2167 e Lys776. A organizagdo tridimensional dessa regido pode
favorecer, na enzima mTOR (Figura 5.19 a)), a formacdo de mais ligagdes de hidrogénio em
R1, em comparacdo a PI3K (Figura 5.19 b)). Esse favorecimento ocorre devido a presenga de
grupos polares, sobretudo a hidroxila da Ser2165 e o grupo amino da GIn2167. Entretanto,
essa mesma configuragdo na mTOR pode gerar maior impedimento estérico em relacdo a
PI3Ka, desfavorecendo a acomodagao de grupos volumosos e hidrofébicos em R1. O segundo
composto menos ativo da mTOR possui uma piperidina N-substituida por 3-piridilmetil em

R1, sugerindo que esse fator pode contribuir para a atividade reduzida do ligante.

Figura 5.19 — Representacdo grafica das interagdes entre o composto 28A com o sitio ativo
da enzima mTOR e PI3Ka.

b)

Legenda: a) sitio ativo da enzima mTOR; b) sitio ativo da enzima PI3Ka.

Fonte: do autor (2025).
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Os residuos Trp2239 e Val850 apresentam coeficientes positivos nas equagdes 5.2 e
5.4, o que indica contribuicdo desfavoravel para o aumento da poténcia dos inibidores. A
Figura 5.20 mostra que ambos se localizam em regides relevantes para os substituintes em R2.
Nesse contexto, foram comparados os compostos menos ativos, 43B (mTOR) e 49B (PI3Ka).
O composto 43B apresenta um anel morfolina com ponte metileno em R2, enquanto o 49B
possui um grupo 3-metilmorfolina, destacando-se no conjunto por serem alguns dos poucos
exemplos com substituintes volumosos nessa posi¢do. Como ilustrado na Figura 5.21, o
residuo Trp2239 causa um impedimento estérico significativo na mTOR, desfavorecendo
grupos volumosos em R2, ao passo que a Val850 ndo exerce o mesmo efeito de forma
expressiva. Ainda assim, apesar de seu coeficiente positivo elevado, a regido associada a
Val850 pode ser explorada nos compostos prototipos, visando investigar um possivel ponto de

seletividade.

Figura 5.20 — Representacdo grafica das interagdes entre os compostos menos ativos 43B e
49B com os residuos Trp2239 e Val850.

Fonte: do autor (2025).

Para analisar a posicao R3, foram comparados os compostos 45B (terceiro menos ativo
para mTOR) e 33B (segundo mais ativo para PI3Ka), apresentados na Figura 5.21. Uma

diferenga estrutural relevante nessa regido refere-se aos residuos correspondentes Glu2190 e
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Asp805. O maior tamanho da por¢do apolar de Glu2190 pode reduzir o espago disponivel
para grupos volumosos em R3 ou desfavorecer interagdes com grupos polares. De fato, o
composto 45B apresenta um grupo relativamente volumoso nessa posicao, e, considerando
que o coeficiente de Glu2190 ¢ positivo, grupos grandes devem ser evitados. Por outro lado,
na enzima PI3Ka, o residuo Asp805 ndo apresenta essa limitagdo de espago e, possuindo
coeficiente negativo, grupos capazes de formar ligacdes de hidrogé€nio nessa regido tendem a

favorecer a atividade.

Figura 5.21 — Representacao grafica da regido de interagdo entre os compostos 45B ¢ 33B
com os residuos Glu2190 e Asp805.

Fonte: do autor (2025).

Com base nessas observagdes, ¢ considerando também as caracteristicas estruturais do
conjunto de moléculas analisadas, foram idealizadas novas propostas de potenciais inibidores,
obtidas por meio de modificagdes nos substituintes R1, R2 e R3, conforme apresentado na

Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Estruturas, valores de energia (MolDock, interagdo intermolecular e ligagdes de
hidrogénio) em kcal-mol™, e valores de pIC50 estimados para proposta para mTOR e (PI3Ka).

(continua)
Comp. Estrutura Moldock Intermol. Lig. H pICf((i*)
Pred.
O
)I‘\ -148,53 -181,50 -6,46 10,1F
28A
b (-84,79) (-121,79) (-0.87)  (8,2)
N
P
7,
O
(]
N=" AN *
- | N -159,90 -173,46 -9,06 10,52
PB1 0 NN -
1o~y (-109,14) (-137,45) (-6,56) (4,64)
N
&7 9
CH3
&
N
A\ -148,94 -185,20 -9,02 10,49*
PB2 T "
a0 O/LN/ v (-71,74)  (-110,15) (-3.32) (5.89)
X NHJLNH b
\\OH
|\ \N .
A A 7 103,14 -13721 2,70 934
PB3 O Nl = HE
o (-109,78) (-132,87) (-0.93) (8,54
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Tabela 5.4 — Estruturas, valores de energia (MolDock, interacdo intermolecular e ligagdes de
hidrogénio) em kcal-mol™, e valores de pIC50 estimados para proposta para mTOR e (PI3Ka).
(conclusdo)

pICso

Comp. Estrutura Moldock  Intermol.  Lig. H [ ‘)

-130,56  -167,64 942 8,60
N (-94,44)  (-126,19)  (-1,93) (8,35)"

N7
PB4 Ho /N ° O)\N/ N
NH

-104.67  -133.54  -396  8.58
PB5 NN

OYNH N o /©)LN/ N (-100.58) (-132.77) (-5.96) (8.28)**
NN I NH’U\NH b
o

*valor previsto pela equacdo 5.3
(**) valor previsto pela equagdo 5.4
Evalor experimental
Fonte: do autor (2025).

A andlise dos compostos PB1-PB5 (Tabela 5.4) confirma de maneira pratica os
padrdes ja observados para as posigoes R1, R2 e R3. O derivado PB1, modificado com um
grupo pequeno em R3, reforga a tendéncia de que substituintes de menor volume favorecem a
atividade em mTOR, apresentando valores de MolDock, energia de ligacdo de hidrogénio e
pICso superiores aos do 28A nessa enzima. Esse desempenho, aliado ao menor valor de pICso
para PI3Ka, evidencia seu potencial de seletividade em favor da mTOR.

O composto PB2 demonstrou que o impedimento estérico em R2 ndo ¢ tdo limitante
quanto inicialmente previsto, ja que manteve bom desempenho frente a mTOR, com energias
proximas as do 28A e valor de pICso mais elevado. Esse comportamento, contrastado com sua

baixa resposta em PI3Ka, refor¢a um perfil preferencial a mTOR.
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Por outro lado, PB3 destacou-se como o prototipo de maior atividade frente a PI3Ka,
superando o 28A em todos os parametros. Embora tenha apresentado energias globais menos
negativas, indicativas de complexos menos estaveis, manteve valores satisfatorios de pICso
para mTOR, sugerindo caracteristicas compativeis com um potencial inibidor dual.

As propostas PB4 e PB5 apresentaram valores de energia e pICso superiores aos do
composto 28A em PI3Ka, enquanto seus pardmetros em mTOR foram pouco expressivos,
sugerindo um perfil seletivo para essa enzima. A comparagao entre PB3 e PB5 evidencia a
influéncia que variacdes em R1 e R2 tem sobre a formacdo e estabilidade de ligagdes de
hidrogénio na enzima PI3Ka. Mantendo o mesmo substituinte em R3 e alterando R1 e R2,
observou-se um aumento de seis vezes na energia de ligagdo de hidrogénio, ressaltando o
papel critico desses grupos na interacdo com o sitio ativo.

De modo geral, os resultados confirmam que ajustes sutis em R3 favorecem a
seletividade entre mTOR e PI3Ka, enquanto modificacdes em R1 e R2 permitem explorar
interagdes-chave no sitio ativo. Nesse contexto, os protdtipos PB1 e PB3 se destacam como
candidatos preferenciais, o primeiro pelo perfil seletivo para mTOR e o segundo por combinar
maior atividade frente a PI3Ka com potencial de inibicao dual, refletindo um equilibrio ideal

entre eficacia e seletividade.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, as analises de ancoramento molecular foram realizadas sobre duas
séries de moléculas: o grupo A, com nucleo central N-[4-(1,3,5-triazin-2-yl)fenil]ureia, € o
grupo B, com nucleo 6-fenil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina. Para ambas as séries, foram
utilizados descritores moleculares baseados nas energias de interagdo entre os ligantes e 0s
residuos do sitio ativo das enzimas, que foram correlacionados com a atividade biologica
(pICso) por meio da regressdo linear multipla (MLR). Os modelos obtidos para os grupos A e
B apresentaram bons coeficientes de correlacdo, tanto para o conjunto de treinamento quanto
para o de teste. Para o grupo A, os valores foram de 0,73 (treinamento) e 0,73 (teste) em
mTOR, e 0,72 (treinamento) e 0,78 (teste) em PI3Ka. J& para o grupo B, os coeficientes
foram de 0,77 (treinamento) e 0,73 (teste) em mTOR, e 0,73 (treinamento) e 0,80 (teste) em
PI3Ka. Esses resultados validam a robustez dos modelos e permitiram investigar as
contribuig¢des individuais de cada residuo, identificando residuos-chave e padrdes de afinidade

associados a poténcia dos inibidores.

Para o grupo A Foram propostas cinco novas moléculas (PA1-PA5) com altera¢des
em R1, R2 e R3, visando otimizar poténcia e seletividade. PA1 e PA2 mostraram preferéncia
por mTOR, enquanto PA3-PAS5 indicaram seletividade para PI3Ko. Esses resultados
evidenciam que substituintes volumosos em R3 favorecem a seletividade para mTOR,
enquanto grupos menores em R1 favorecem a seletividade para PI3Ka. Para o grupo B os
compostos PB1-PB5 confirmaram que pequenas alteragdes em R3 modulam a seletividade
entre mTOR e PI3Ka, enquanto variagdes em R1 e R2 influenciam interagdes-chave no sitio
ativo. PB1 se destacou pela seletividade para mTOR e PB3 pelo equilibrio entre atividade em

PI3Ka e potencial inibi¢ao dual.

Como perspectivas futuras, este trabalho poderd ser complementado por estudos de
dinamica molecular, capazes de considerar a flexibilidade das proteinas e os efeitos do
solvente. Essa abordagem permitird identificar, entre os compostos propostos, aqueles com
maior afinidade e estabilidade frente as enzimas, indicando-os como candidatos preferenciais
para sintese e posterior validacdo em ensaios experimentais. Adicionalmente, a aplicagdo de
métodos hibridos, que integrem mecanica molecular e quimica quantica, contribuird para
validar de forma mais robusta os calculos realizados e aprofundar a compreensdo das

interagdes moleculares.
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Tabela S1 — Estruturas quimicas e dados de atividade dos Ligantes (pICso) do Grupo
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(CHEMBL1156955); E (CHEMBL1156956).
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Tabela S2 - Valores de energia (Moldock, intermolecular e ligacao de hidrogénio)
obtidos em kcal.mol™! para cada composto do grupo A com a enzima mTOR.
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Comp. Moldock Energia intermolecular Ligacao de Hidrogénio
8A -109,29 -149,12 -3,94
9A -101,37 -131,07 -3,85
10A -92,65 -122,33 -3,82
11A -115,52 -153,00 -3,71
12A -113,85 -151,14 -3,52
13A -110,77 -148,13 -3,76
14A -115,65 -155,21 -3,72
15A -117,00 -155,44 -3,74
16A -125,04 -162,44 -5,41
17A -113,96 -144,77 -3,74
18A -108,67 -148,97 -3,87
20A -107,53 -148,95 -3,48
21A -119,89 -160,47 -3,52
22A -120,03 -159,22 -3,47
27A -116,90 -168,23 -3,63
28A -111,70 -161,71 -3,65
8aC -102,88 -156,53 -2,69
8bC -114,25 -160,00 -4,14
8dC -117,75 -161,70 -4,34
8fC -118,00 -161,32 -4,09
8iC -120,44 -170,83 -3,55
8kC -122,01 -176,74 -1,94
8L.C -108,67 -156,51 -4,63
8nC -108,75 -155,06 -3,29
80C -88,66 -144,51 -2,04
8qC -100,20 -155,71 -3,06
9C -119,77 -164,66 -7,71
1D -131,27 -190,48 -0,77
2D -134,55 -188,63 -2,98
3D -145,11 -201,53 -1,33
4D -133,38 -187,18 2,12
5D -133,38 -187,18 2,12
8D -141,71 -186,19 -2,31
ID -144,27 -191,59 -4,97
10D -121,85 -170,67 -2,92
15D -155,84 -201,20 -4,69
19D -138,74 -187,58 -3,31
22D -143,22 -190,06 -1,66
23D -136,89 -181,94 -2,32
24D -146,71 -201,72 -2,99
25D -147,14 -199,56 -3,03
26D -156,06 -199,26 -4,23
29D -147,22 -199,94 -2,91
30D -135,12 -180,70 -4,29
31D -130,69 -187,29 -4,10
32D -150,06 -195,63 -1,93



33D
34D
35D
37D
38D
39D
2E
3E
7E
8E
10E
12E
13E
15E
16E
17E
18E

-159,82
-144,55
-148.,44
-163,90
-147,67
-151,57
-128,71
-124,74
-141,62
-150,06
-154,27
-140,77
-118,81
-144,83
-161,97
-152,38
-168,48

-206,29
-198,13
-206,03
-215,80
-191,18
-203,19
-175,33
-169,09
-188,13
-192,27
-201,89
-182,75
-171,13
-189,63
-206,02
-203,13
-219,96

-2,38
-2,96
-4,47
-3,49
-1,60
-4,48
-1,81
-2,22
-2,32
-2,35
-2,65
-2,54
-1,93
-5,69
-4,93
-3,28
-5,56
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Tabela S3 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo
A. (continua)

Energia Intermolecular kcal.mol-1

Lys His Glu Asp Leu Gln Asp Tyr

Comp. 2187 2189 2190 2191 2192 2194 2195 2225
8A -3,64 0,00 -11,32 -3,00 -2,52 2,48 -10,49 -3,98
9A -3,72 0,00 -4,56 -1,06 -2,40 0,00 -9,13 -4,01
10A -3,70 0,00 -3,88 0,00 -1,81 0,00 -8,13 -4,01
11A -3,48 0,00 -12,98 -3,68 -2,66  -2,40 -10,40 -4,16
12A -3,61 0,00 -12,85 -4,10 -2,89  -2,61 -9,91 -4,19
13A -3,81 0,00 -11,70 -3,20 -2,67 2,77 -10,41 -4,06
15AT -3,45 0 -14,32 -5,17 2,75 2,54 -10,00 -4,08
14A -3,87 0,00 -12,31 -3,80 4,64  -5,15 -6,45 -4,01
16A -3,48  -0,33 -15,62 -9,08 -2,86  -3,22 -9,67 -4,08
17A -3,61 0,00 -10,64 -2,42 -2,51 -1,43 -9,66 -4,10
18A -3,68 0,00 -11,45 -2,77 -2,56  -1,93 -10,85 -4,01
20AT -3,94 0,00 -11,79 -2,31 -2,65  -1,59 -10,84 -4,07
21A -3,41 0,00 -14,90 -4,39 -2,81 -3,02 -10,08 -4,25
22A -3,33 0,00 -15,48 -5,59 327 2,47 -10,06 -4,32
27A -3,52 -4,02 -20,06 -6,43 3,25 -1,47 -10,26 -3,71
28AT 3,72 -1,35 -13,71 -3,33 -2,67  -3,47 -9,78 -4,16
8aC -9,70 0,00 -11,92 -3,72 324 2,49 -7,15 -3,95
8bC -9,06 0,00 -13,58 -5,21 2,42 291 -8,81 4,13
8dC -8,90 0,00 -13,94 -5,43 -2,28  -3,27 -9,93 -4,09
8fC -9,14 0,00 -14,40 -5,58 -2,54 3,12 -10,02 -4,82
8iC -9,43 0,00 -12,27 -3,65 -2,51 -2,29 -8,98 -3,93
8kC -9,20 0,00 -11,89 -4,17 -1,04  -5,69 -6,10 -3,93
8LC -9,71 0,00 -12,03 -3,08 2,48 -1,89 -7,02 -3,96
8nC -9,48 0,00 -12,49 -3,54 -2,58  -1,77 -9,73 -4,98
80" -9,20 0,00 -11,89 -4,17 -1,04  -5,69 -6,10 -3,93
8q" -9,67 0,00 -12,25 -3,13 2,77 -1,82 -7,95 -4,07
9C -9,48 0,00 -12,49 -3,54 -2,58  -1,77 -9,73 -4,98
1D -6,25 -0,49 -17,41 -7,43 -3,27  -5,25 -13,65 -1,72
2D -6,23 -0,61 -18,52 -7,34 -3,31 -3,89 -14,88 -6,15
3D -6,18 0,00 -13,17 -5,11 -2,88 8,07 -14,01 -7,92
4D -6,54 0,00 -14,51 -5,25 -2,58  -5,25 -18,18 -7,19
5DT -6,48 0,00 -14,70 -5,32 -2,96  -5,11 -18,24 -7,52
8D? -5,79  -5,03 -27,19 -16,68 2,36 -3,04 -20,96 -5,73
9D -6,53 -0,68 -20,30 -12,25 -3,65  -4,05 -16,50 -5,86
10D -6,30 0,00 -17,39 -5,88 2,17 2,07 -19,87 -4,61
15D -7,67 0,00 -15,02 -4,97 4,54  -6,53 -14,03 -8,69
19D -6,38 0,00 -13,98 -4,91 2,37 542 -16,62 -4,94
22D -6,32  -0,42 -15,95 -7,11 -3,98 6,18 -13,34 -6,56
23DT -6,38  -0,34 -14,79 -5,26 2,43 =522 -19,73 -4,86
24D -6,42 0,00 -12,05 -4,91 -2,96  -9,31 -16,10 -4,36
25D -6,18  -0,34 -15,38 -6,05 4,09 -6,89 -14,85 -7,17
26D -6,05  -2,88 -22,57 -10,18 -3,56  -3,72 -19,06 -6,44
29D -6,51 0,00 -15,05 -6,46 -3,70  -6,53 -17,83 -5,99
30D -6,23 -1,20 -19,44 -8,05 -2,69  -345 -18,22 -4,29
31D -6,25 -0,47 -16,49 -6,25 2,43 -4,68 -17,35 -4,84



32D
33DT
34DT
35D
37DT
38DT
39D
2E
3E
7E
S8E
10ET
12ET
13E
15E
16E
17E
18E

-6,45
-6,05
-6,55
-6,09
-6,46
-8,24
-6,35
-7,38
-6,88
-6,92
-6,97
-6,86
-7,32
-7,03
-6,78
-6,83
-7,44
-6,72

0,00
0,00
0,00
0,00
-0,32
-0,43
0,00
0,00
-0,30
-0,83
-1,12
-0,35
-1,03
-0,46
-0,80
-1,49
0,00
0,00

-14,15
-13,11
-12,49
-15,40
-15,96
-16,08
-14,62
-19,01
-18,95
-23,00
-24,55
-21,24
-25,07
-21,74
-22,52
-24,38
-20,92
-20,04

-5,37
-5,08
-4,19
-5,32
-5,89
-8,50
-5,27
-3,62
-3,20
-7,15
-6,04
-5,93
-9,16
-8,70
-8,15
-7,87
-6,14
-7,49

3,14
3,18
2,35
2,11
-3,54
3,40
2,54
6,58
-6,04
4,52
-6,38
7,96
6,77
5,45
-6,70
-8,90
-6,82
5,69

-6,20
-6,97
-8,27
-8,68
-7,46
-4,51
-7,16
-2,00
-1,89
-1,43
-3,27
-8,21
-3,48
-6,00
-4,85
-5,08
-9,10
-6,88

-12,48
-13,22
-15,60
-18,22
-17,22
-5,03

-17,85
-15,92
-17,00
-14,94
-16,19
-15,00
-15,10
-13,09
-13,44
-14,57
-15,27
-15,46
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-6,49
-6,55
-4,85
-4,92
-5,25
-5,99
-4,85
-4,78
-4,38
-4,63
-4,84
-3,57
-3,86
-3,24
-4,36
-5,60
-3,32
-5,10

TGrupo de teste
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Tabela S3 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo
A. (continua¢do)

Energia Intermolecular kcal.mol-1

Ile Trp Val Cys Thr Ser Met Ile

Comp. 2237 2239 2240 2243 2245 2342 2345 2356
8A -4,92  -24,51 -1,30 -3,59 345 -390 -9,05 -18,24
9A -5,08  -24,33 -1,63 -3,54 3,16 -435 -8,93 -18,43
10A -5,15  -25,86 -1,35 -3,73 0 3,31 -3,62 -5,79 -18,47
11A 5,15 24,51 -1,24 -3,65 341 -3,76 -9,02 -18,70
12A -5,40  -26,11 -0,41 -3,85 3,19 -333 -5,93 -18,66
13A -5,25  -23,93 -1,59 -3,55 322 2,80 -6,66 -18,33
14A -522 24,53 -1,37 -3,65 3,39 -3,80 -8,93 -18,18
15AT -498  -26,13 -1,06 -3,87  -330 -3,85 -6,81 -18,16
16A -5,00  -26,22 -1,03 -3,89 326 -3,71 -6,60 -18,34
17A -5,16  -24,60 -1,27 -3,66  -3,27  -3,69 -9,02 -18,57
18A -5,03  -24,67 -1,27 -3,63 3,34 -3,28 -9,01 -18,43
20AT -5,38 24,45 -1,38 -3,56 3,37 -4,07 -8,94 -18,32
21A -526  -26,12 -0,97 391 328  -4,05 -6,82 -18,42
22A -5,27  -24,56 -1,22 -3,67  -3,09 -398 -8,97 -18,77
27A -5,23 24,30 -0,79 -3,87 =290  -4,14 9,17 -17,61
28AT -5,39  -24,20 -1,44 -3,65 322 -4,54 -9,00 -18,66
8aC -5,35 -28,39 -1,64 -3,50 5,77 4,67  -10,59 -18,38
8bC -5,09 -24,53 -7,55 -2,49 434 282 -7,82 -19,77
8dC -485  -23,73 -5,89 246 4,15 -3,62 -7,88 -19,63
8fC -5,75  -17,57 -9,05 -3,33 491 292 -6,92 -20,62
8iC -5,07  -26,64 -4,56 -2,83 491  -3)76 -9,18 -18,94
8kC -4,53  -26,61 0,77 -3,20 -5,40 -3,78 -9,38 -18,52
8LLC -5,50 -27.83 -0,90 -3,32 =539 5,06 -9,96 -17,89
8nC -6,00  -20,52 -8,09 -3,87 6,13  -6,77 -9,22 -20,62
8oCT -4,53  -26,61 0,77 -3,20 540  -3.78 -9,38 -18,52
8qC? -5,44  -28,56 -1,39 -3,59 5,25 -440  -10,42 -18,29
9C -6,00  -20,52 -8,09 -3,87 -6,13  -6,77 -9,22 -20,62
1D -6,47  -27,13 -8,18 -2,39 =533 -3,19 -8,53 -20,25
2D -5,83  -25,66 -11,19 422 -490 -2,79 -7,61 -19,82
3D -6,75  -26,85 7,71 -3,08 4,71 -3,87 -7,98 -19,85
4D -6,79  -26,53 -6,74 -3,93 5,00 -3,49 -6,70 -19,64
5DT -7,01 -26,41 -6,04 -3,66 =529  -3,86 -8,37 -19,83
8DT -5,65  -26,83 -10,17  -3,44 4,776  -3,37 -7,84 -20,75
9D -6,25  -25,22 -5,60 -4,74 493  -3,71 -8,22 -19,03
10D -5,89  -25,12 0,61 -5,51 434 -3,46 -4,95 -20,17
15D -7,12  -28,78 -3,41 -482 -589 -3,55 -10,58 -17,38
19D -6,34 29,91 -2,25 -406  -527 423 -10,44 -18,21
22D -6,59  -25,00 -11,21 -3,87  -3,92  -2,49 -7,01 -20,25
23DT -5,82  -26,35 -6,12 -5,36  -349 -2,63 -2,71 -19,55
24D -543  -26,89 -2,45 4,12 535  -3,62 -9,96 -17,87
25D -6,65  -26,07 -12,37 420 -3,89  -2,71 -7,42 -19,69
26D -6,27  -24,89 -11,64  -4,04 -382 -2,37 -6,98 -19,84
29D -6,31 -24,81 -7,85 -4,18 3,77  -2,86 -8,55 -20,14
30D -4,86  -25,98 -2,68 -3,890 422 -3,40 -9,87 -19,13
31D -5,90  -30,82 -1,75 -4,13 5,88 -4,05 -1095 -18,31



32D
33DT
34DT
35D
37DT
38DT
39D
2E
3E
7E
S8E
10ET
12ET
13E
15E
16E
17E
18E

-6,70
-6,91
-6,71
-5,87
-6,50
-5,66
-6,09
-7,37
-5,99
-6,95
-7,06
-7,42
-6,18
-6,21
-6,15
-7,99
-6,16
-7,32

-25,04
-24,58
-30,45
-29,66
-30,45
-28,59
-30,47
-27,83
-21,04
-26,28
-26,01
-25,74
-25,87
-27,61
-26,39
-28,57
-26,78
-27,22

-11,59
-11,76
-1,92
-2,70
-2,72
-4,00
-2,35
-3,14
-5,25
-2,32
-3,67
-1,89
-0,75
-1,44
0,00
-2,25
-1,18
-3,03

-4,13
-4,18
-3,56
-3,44
-3,67
-4,25
-3,56
-3,28
-3,21
-3,78
-3,61
-3,64
-5,86
-4,47
-6,61
-4,53
-3,78
-3,71

-3,09
-4,45
-5,47
-4,98
-5,27
-4,73
-5,22
-5,17
-4,86
-8,03
-7,88
-8,07
-8,35
-6,80
-9,48
-8,58
-8,20
-8,84

-2,94
-3,01
-5,03
-3,77
-5,04
-4,87
-4,11
-5,52
-7,57
-7,52
-8,24
-8,98
-8,86
-2,73
-9,15
-8,60
-9,52
-8,83

-7,76
-8,13
-10,33
-9,43
-10,39
-10,90
-10,61
-10,51
-9,20
-9,60
-9,35
-10,48
-4,29
-10,56
-5,27
-9,27
-11,07
-9,05

97

-18,69
-18,67
-17,51
-18,75
-18,77
-19,02
-18,85
-18,32
-19,50
-18,68
-18,95
-17,29
-17,54
-15,88
-17,07
-18,31
-16,04
-18,16

TGrupo de teste



98

Tabela S3 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo
A. (conclusdo)

Energia Intermolecular kcal.mol-1

Asp Phe Gly Asp Trp Arg  Asp

Com 2357 2358 2359 2360 2429 2430 2433 ICsp plCso plCso’
p- (nM)  Exp. Pred.

8A 21,54 -4,09 -5,14 0,00 0,00 0,00 0,00 3,9 841 8,32
9A -18,34 282 -2,06 0,00 0,00 0,00 0,00 10,00 8,00 8,17
1A -17,69 -192 -1,29 0,00 0,00 0,00 0,00 11,30 7,95 8,08
11A  -2146 -384 -528 0,00 -0,85 0,00 0,00 390 841 8,57
12A -21,03 -3,84 -533 0,00 -090 0,00 0,00 630 8,20 8,56
13A 2141 -396 -553 0,00 -0,81 0,00 0,00 6,70 8,17 8,24
14A  -22,02 -495 -639 0,00 -0,72 0,00 0,00 930 8,03 8,28
15AT 21,29 -392 -494 000 -2,03 000 000 19 8,72 8,55
16A  -21,21 -391 -482 0,00 -3,09 000 0,00 180 8,74 8,60
17A  -21,01 -3,63 -4,07 0,00 0,00 0,00 0,00 1,70 8,77 8,52
18A  -21,58 -4,02 -484 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20 8,92 8,47
20AT 21,23 -400 -484 0,00 0,00 0,00 0,00 230 864 8,46
21A  -21,68 -3,85 -740 -1,10 -2,18 0,00 0,00 2,50 8,60 8,70
22A 21,09 -3,72  -5,58 0,00 -2,58 0,00 0,00 1,50 8,82 8,81
27A 20,77 -3,05 -5,58 496 -564 -340 -7,18 1,60 8,80 8,74
28AT 21,69 -4,15 -631 -540 -518 -7,77 -934 0,80 9,10 9,02
8aC  -15,04 -3,85 -490 0,00 -032 0,00 0,00 200 8,70 8,90
8bC -17,20 -3,54 -459 0,00 -1,21 0,00 0,00 1,90 8,72 8,76
8dC -18,01 -3,69 4,67 0,00 -241 0,00 0,00 330 848 8,76
8fC -16,51 -3,59 -4,75 0,00 -2,73 0,00 0,00 043 9,37 9,06
8iC -15,72 -3,69 -430 0,00 -0,36 0,00 0,00 1,10 8,96 8,79
8kC  -13,25 -435 -722 0,00 544 000 0,00 0,8 9,10 8,76
8IC -15,50 -3,85 -424 0,00 0,00 0,00 0,00 050 930 8,85
8nC -1580 -3,11 -415 0,00 -0,34 0,00 0,00 1,26 8,90 9,20
80" -13,25 435 -7,22 0,00 544 0,00 0,00 3,45 8,46 8,76
8q"T -15,72 3,774 -397 0,00 0,00 0,00 0,00 1,55 8,81 8,57
9C -15,80 -3,11  -4,15 0,00 -0,34 0,00 0,00 1,55 8,81 9,16
1D -19,79 4,06 -6,72 -1,56 -3,60 0,00 -0,83 0,80 9,10 9,20
2D -21,03 -3,87 -5,72 -1,18 -592 0,00 0,00 0,57 9,24 9,21
3D -18,69 486 -11,13 -4,57 -598 -286 -3,12 1,00 9,00 8,91
4D -17,77 -431 -8,74 -221 -428 0,00 0,00 1,10 8,96 9,10
spt -17,88 -3,92 -7,17 -1,31 -4,12 000 -036 089 9,05 9,04
8DT  -19,64 -343 452 -0,88 -6,36 0,00 0,00 080 9,10 8,79
) -19.35 -391 -537 -0,83 -3,23 0,00 0,00 026 9,59 9,62

10bp  -20,56 -3,60 -501 -1,07 -237 0,00 0,00 0,18 9,74 10,32
1sb  -1480 -4,67 -945 -249 -795 0,00 -1,08 0,70 9,15 9,34
19D -1834 -489 -9,14 -259 -495 0,00 -1,19 120 892 9,01
22D -20,15 4,58 -7,65 -1,79 -7,32 0,00 0,00 0,54 9,27 9,18
23pT  -1891 -4,11 -7,11 -1,80 -6,39 0,00 -3,01 0,56 925 9,56
24D  -16,26 -5,14 -1498 -7,08 -6,89 -529 -2,63 0,88 9,06 9,14
25D -19,57 -424 -1097 -240 -6,86 0,00 -037 0,56 9,25 9,08
26D  -1835 -337 -527 -0,76 -7,68 0,00 0,00 0,81 9,09 9,12
29D -19.83 433 9,18 -2,63 -7,35 -1,99 -2,10 0,014 9,85 9,61
30bp -20,88 -3,89 -500 -0,80 -394 0,00 0,00 0,70 9,15 9,37



31D
32D
33DT
34DT
35D
37DT
38DT
39D
2E
3E
7E
S8E
10ET
12ET
13E
15E
16E
17E
18E

-19,27
-21,59
-23,08
-15,89
-20,61
-17,92
-18,37
-18,89
-17,93
-20,30
-17,97
-18,31
-18,37
-17,71
-17,12
-19,09
-18,89
-16,09
-19,70

-4,24
-4,48
-5,02
-5,69
-4,87
-4,95
-2,31
-4,61
-1,85
-2,02
-1,71
-1,90
-2,02
-1,28
-2,06
-2,05
-1,85
-1,90
-2,06

-7,00
-10,47
11,98
-10,91

9,06
-10,33

422

8,74

-2,70

2,13

4,17

2,66

-5,29

3,40

5,91

435

-3,61

7,85

9,99

-1,69
-2,59
-3,29
-3,96
-5,45
-6,40
-1,57
-1,56
-0,80
-0,91
-1,18
-0,87
-5,22
-0,72
-1,37
-0,94
-0,81
-5,84
-7,94

-4,73
-7,56
-9,62
-5,52
-7,57
-7,06
-5,35
-11,0
-0,33
-0,42
-4,24
-4,91
-5,62
-0,52
5,40
-6,79
-8,39
-4,90
-6,30

0,00
-0,38
-2,65
-4,79
-4,20
-6,82
-0,30
-4,00
0,00
0,00
0,00
0,00
-0,80
0,00
0,00
0,00
0,00
-2,94
-5,71

0,00
-2,39
-4,27
-3,64
-2,63
-4,30
-4,93
-2,90
0,00
0,00
-2,39
0,00
-0,55
0,00
0,00
0,00
0,00
-0,48
-2,06

0,40
1,20
1,25
0,90
0,57
0,25
0,20
1,70
0,20
0,60
1,90
2,00
1,70
0,50
2,30
0,80
1,70
1,00
0,70

9,40
8,92
8,90
9,05
9,24
9,60
10,00
8,77
9,70
9,22
8,72
8,70
8,77
9,30
8,64
9,10
8,77
9,00
9,15

99

9,05
9,00
8,49
8,60
9,39
9,66
9,69
8,82
9,36
9,26
8,76
8,88
8,93
9,20
8,90
8,89
8,75
8,94
9,13

*valores estimados pela equacao 5.1

TGrupo de teste
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Tabela S4 - Valores de energia (Moldock, intermolecular e ligagdo de hidrogénio) obtidos em
kcal.mol! para cada composto do grupo A com a enzima PI3Ka.

Comp. Moldock Energia intermolecular Ligacao de Hidrogénio
1D -89,45 -142,53 -2,82
2D -73,60 -119,37 0,21
3D -76,70 -134,44 -4.44
4D -75,78 -117,93 -0,46
5D -81,62 -131,36 -3,96
6D -75,72 -129,02 1,33
7D -67,37 -127,85 -2,75
8D -94.,43 -149,13 -0,97
9D -79,90 -130,26 -2,89
10D -75,69 -131,57 -5,20
15D -106,46 -141,29 -0,78
16D -89,62 -131,87 0,22
17D -92,26 47,85 0,00
18D -84,58 -127,74 2,40
19D -88,45 -138,74 -3,93

20D -96,75 -150,03 -2,46
21D -91,29 -137,29 -1,74
22D -85,81 -133,16 -1,32
23D -86,75 -138,41 -0,87
24D -71,77 -123,00 -0,56
25D -84,78 -137,33 -3,04
26D -84,16 -129,85 -0,24
27D -75,73 -135,49 0,10
28D -85,56 -133,28 -1,04
29D -87,17 -134,77 0,63
30D -83,84 -131,68 -5,01
31D -93,94 -139,97 -3,89
32D -89,00 -135,53 -2,35
33D -87,60 -135,07 -0,54
34D -91,72 -137,35 -0,52
35D -78,55 -135,42 -1,55
36D -77,54 -137,92 0,68
37D -76,22 -125,18 -0,62
38D -98,37 -154,17 -2,98

39D -85,55 -127,35 -1,79
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Tabela S5 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do
grupo A. (continua)

Energia Intermolecular kcal.mol™!

Comp. Met772 Ser773  Set774 Lys776 Trp780 Lys802 Gly804 Asp805
1D -5,94 -0,35 -2,05 0,51 -6,20 2,40 -0,31 -16,26
2D -5,05 -0,31 0,00 0,47 -3,28 4,14 -0,58 -19,11
3D -5,17 -0,45 -0,98 -0,39 -7,33 4,03 -2,36 -26,16
4D -2,94 -0,39 -0,97 0,47 -2,59 4,60 -0,72 -19,44
5D -3,71 0,00 -0,98 0,50 -6,55 4,20 0,00 -13,78
6D -5,55 -0,35 -2,05 -0,45 -1,76 7,57 -2,76 -23,69
7D -2,58 -1,30 0,00 -7,37 -4,94 4,30 -3,26 -25,94
8D -6,23 -0,39 -3,09 0,00 -8,81 3,89 -1,86 21,11
9D -4,88 -0,35 -2,59 0,33 -6,06 4,95 -0,54 -21,80
10D -6,10 -0,39 -3,17 0,46 -8,66 3,45 0,00 -15,17
15D -4,12 -0,53 -1,00 0,51 -9,19 4,77 -0,46 -17,97
16D -4,24 0,00 -3,05 0,52 -4,88 4,86 -0,34 -16,76
17D -3,12 0,00 -2,52 0,52 -7,67 2,80 -0,59 -16,82
18D -6,34 -0,36 -1,78 0,51 -6,06 4,74 -0,46 -17,62
19D -5,56 -1,67 -3,87 0,52 -6,26 5,08 -0,37 -17,26

20D 0,65 -2,48 -8,53 0,52 -7,40 4,16 -0,39 -17,74
21D -2,76 -0,31 -2,72 0,53 -7,10 5,80 -0,44 -17,72
22D -2,82 -0,32 -2,76 0,53 -6,72 5,69 -0,40 -17,75
23D -2,08 -0,37 -3,18 0,52 -6,94 5,47 -0,37 -17,13
24D -3,78 0,00 -1,09 0,48 -6,98 4,58 -0,70 -19,16
25D -3,00 -0,38 -4,01 0,00 -6,34 7,45 -2,34 -22,90
26D -3,66 -2,42 -6,78 -0,75 -5,18 5,74 -2,73 -23,86
27D -1,35 0,00 -1,97 -1,46 -7,43 4,34 -0,73 -20,63
28D -3,66 -2,39 -6,70 -0,45 -5,20 4,85 -3,42 -25,45
29D -4,07 0,00 -2,86 0,00 -4,07 2,92 -2,42 -24,83
30D -4,95 -0,79 -4,66 0,53 -6,39 3,24 -0,40 -18,93
31D -2,97 -0,39 -3,84 0,53 -5,41 4,52 -0,48 -18,11
32D -4,69 -3,09 -5,03 0,52 -8,61 4,35 -0,46 -17,51
33D -4,81 -1,72 -4,59 0,36 -5,68 3,47 -0,73 -20,63
34D -2,85 -0,32 -1,42 -0,45 -6,15 5,40 -1,33 -22,99
35D -3,20 -0,37 -4,14 -0,35 -7,19 2,71 -2,42 -24,09
36D -4,85 -1,73 -1,57 -1,30  -2,02 4,95 -3,39 -24,20
37D -3,67 -2,46 -1,78 -1,72 -2,03 3,59 -3,32 -20,43
38D -1,97 -0,82 -3,64 0,00 -7,18 3,74 -1,86 -20,78
39D -3,99 -0,35 0,00 0,00 -6,13 3,78 -2,32 -23,90




102

Tabela S5 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do grupo
A. (continuagdo)

Energia Intermolecular kcal.mol™!

Comp. Asp806 GIn809 Asp810 Val850 Val851 Ser854 Met922 Phe930
1D -6,78  -12,95 7,13 -8,09 9,03  -5,12 0,00 -1,99
2D -1,05 -8,01 7,29 -7,17  -847  -4,04 -3,17 -1,47
3D -10,53 -6,55 -1,82 -8,90  -6,93  -481 -0,92 -2,06
4D -7,70 -6,31 2,21 -3,59  -7,59 -394 -4,93 -1,70
5D -8,28 -7,42 4,30 -11,01  -9,91 -3,59 -5,71 -2,06
6D -12,60  -3,91 2,15 -10,35  -5,13  -3,24 -5,23 -1,68
7D -3,41 -4,48 2,71 -6,57  -6,46  -2,22 -3,07 -1,54
8D -10,50  -6,70 0,87 -8,45  -12,51  -3,37 -5,76 -1,42
9D -5,45 -5,07 0,00 -8,27 832  -342 -6,38 -2,56
10D -5,94 -4,02 1,50 -8,54 -12,62  -3,36 -5,80 -1,43
15D -11,54 9,32 0,00 -5,38 -3,67  -4,31 -4,68 -1,22
16D -7,94  -11,86 4,29 -71,75  -10,70  -7,11 1,30 -1,68
17D -10,63 -9,04 4,71 -6,53 -7,92  -1,95 -5,47 -1,12
18D -13,04  -10,61 1,11 -8,44 5,16 2,51 -7,25 -1,77
19D -10,57  -10,40 5,22 -9,83 -1,90  -5,97 -7,55 -1,27

20D -8,47  -10,61 0,30 -10,75  -14,06  -1,51 -3,89 -1,98
21D -12,65  -10,69 -0,41 -8,22  -10,00 -5,16 0,00 -2,12
22D -8,07  -10,22 0,98 -8,39 996  -522 0,00 -2,05
23D -724  -11,91 3,19 8,14 9,60  -5,23 0,36 -2,06
24D -2,94 -6,50 0,00 -10,04 7,65 -7,00 -7,58 -1,33
25D -11,08  -6,00 4,27  -1026  -1,89  -5,79 -7,52 -1,53
26D -6,16 -6,80 1,23 -7,66  -8,46  -4,28 2,77 -1,61
27D -3,96 -6,07 2,91 -11,26 - -4,71 -3,64 -6,50 -1,53
28D -6,88 -7,72 2,76 -7,60  -824  -430 -2,81 -1,60
29D -12,43 -6,59 1,41 -8,34 -7,28 -2,62 -1,90 -1,51
30D -9,09  -10,19 -0,72 -9,95 6,71 -7,10 -7,28 -1,09
31D -10,17  -9,17 0,00 -11,07 2,97 4,22 -8,50 -2,24
32D -10,86  -9,87 4,93 -7,37 5,26 -7,75 -7,11 -0,32
33D -3,46 -5,46 -0,33 -6,34 555  -4,62 -7,63 -1,49
34D -6,99 -5,41 -0,42  -10,69 -437  -3,86 -8,46 -2,33
35D -6,23 -6,24 0,95 -10,19 1,55 -5,54 -8,12 -1,71
36D -10,89  -7,97 1,38 -7,51 -5,37  -4,69 -3,14 -1,30
37D -7,95 -7,25 4,96 -8,53 -7,38  -2,78 -2,50 -1,38
38D -14,52  -8,35 6,42 -11,66  -12,80  -2,19 -4,72 -1,92
39D -6,32 -4,94 0,83 9,70  -288  -5,15 -7,32 -1,69
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Tabela S5 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do grupo

A. (conclusdo)
Energia Intermolecular kcal.mol™!

Comp. Gly935 His936 Glul012 ICs0 (nM) plCso pICso*
Exp. Exp. Pred.
1DT -11,32 -6,53 -3,89 891,25 6,05 5,88
2D -10,69 -3,21 -1,47 954,99 6,02 6,13
3D -9,63 -1,58 -0,93 1122,02 5,95 6,41
4D -9,42 -1,59 -0,92 501,19 6,30 6,06
5D -10,07 -1,99 -1,25 223,87 6,65 6,80
6D -9,06 -1,28 -0,70 954,99 6,02 6,37
7D -9,35 -1,07 -0,63 478,63 6,32 6,42
8D -9,93 -2,13 -1,13 389,05 6,41 6,26
9D -8,78 -0,30 -0,83 954,99 6,02 6,15
10DT -8,29 -0,35 -0,86 251,19 6,60 6,30
15DT -11,81 -5,28 -3,55 1023,29 5,99 5,65
16D -12,00 -6,26 -3,43 2511,89 5,60 5,94
17D -11,34 -5,96 -1,98 4786,30 5,32 6,20
18D -11,73 -5,57 -3,41 588,84 6,23 6,17
19D -10,95 -6,83 -3,10 660,69 6,18 5,86
20D -11,93 -6,32 -2,87 51,29 7,29 7,33
21D -11,80 -5,55 -3,63 776,25 6,11 6,06
22D -11,48 -5,32 -2,58 295,12 6,53 6,28
23DT -11,92 -5,00 -3,87 575,44 6,24 6,25
24D -10,36 -7,18 -1,36 660,69 6,18 6,04
25D 9,13 -1,93 -0,93 380,19 6,42 6,40
26DT -10,93 -4,04 -0,78 79,43 7,10 7,11
27DT -10,67 -4,73 -0,82 147,91 6,83 6,50
28D -11,21 -4,88 -0,88 77,62 7,11 7,16
29D -10,06 -1,66 -0,83 53,70 7,27 6,77
30D -10,35 -3,08 -3,42 870,96 6,06 6,27
31D -11,39 -5,37 -2,08 288,40 6,54 6,60
32D -10,98 -6,87 -2,79 1000,00 6,00 6,19
33D -10,42 -6,69 -0,96 977,24 6,01 6,09
34DT -10,09 -3,09 -0,81 446,68 6,35 6,39
35D 11,12 411 -0,82 60,26 722 7,03
36D -9,41 -2,43 -0,87 102,33 6,99 6,61
37D -9,64 -3,43 -0,82 52,48 7,28 7,33
38D -10,98 -2,79 -1,01 42,66 7,37 7,29
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39D -8,53 -0,31 -0,64 616,60 6,21 6,45

T Grupo teste
*valores previstos pela equagao 5.2



Tabela S6 - Estruturas quimicas e dados de atividade (pICso) dos Ligantes do Grupo B

para mTOR/PI3Ka.
(continua)
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Tabela S6 - Estruturas quimicas e dados de atividade dos Ligantes (pICso) do Grupo

B para mTOR/PI3Ka.
(continuagao)
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Tabela S6 - Estruturas quimicas e dados de atividade dos Ligantes (pICso) do Grupo B

para mTOR/PI3Ka.

(continuag¢ao)
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Tabela S6 - Estruturas quimicas e dados de atividade dos Ligantes (pICso) do Grupo B

para mTOR/PI3Ka.
(continuagao)
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Tabela S6 - Estruturas quimicas e dados de atividade (pICso) dos Ligantes do Grupo B

para mTOR/PI3Ka.

(conlusdo)
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* Os valores de pIC50 sdo obtidos pela seguinte operagdo: pIC50=9 —log10(IC50 em nM),
Referéncias: Ligantes com terminagdo A (CHEMBL1151963); B (CHEMBL1154707).
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Tabela S7 - Valores de energia (Moldock, intermolecular e ligacao de hidrogénio) obtidos em
kcal.mol! para cada composto do grupo B com a enzima mTOR.

Comp. Moldock Energia intermolecular Ligacao de Hidrogénio
1A -113,61 -127,62 -3,83
2B -117,59 -134,57 -2,60
6A -121,18 -147,67 -2,24
11A -153,25 -175,67 -3,30
14A -123,94 -152,60 -5,48
15A -134,27 -159,11 -6,31
16A -137,08 -162,00 -7,56
17A -145,49 -164,78 -6,62
19A -135,77 -164,32 -6,81

20A -148,16 -175,51 -6,61
21B -156,83 -169,40 -4,80
22A -143,60 -174,25 -7,78
23A -140,22 -171,92 -6,36
24B -139,70 -172,25 -9,87
25A -145,72 -185,16 -6,41
26A -150,09 -185,33 -2,39
28A -148,53 -181,50 -6,46
29B -159,31 -179,11 -5,48
30B -156,04 -196,15 -3,87
31B -138,63 -164,06 -2,81
32B -145,89 -169,19 -3,12
33B -140,97 -175,23 -3,13
34B -151,33 -185,95 -2,31
35B -141,58 -184,04 -1,01
36B -156,82 -185,25 -2,77
38B -137.,41 -183,65 -5,34
39B -127,51 -150,90 -2,97
40B -131,49 -159,61 -3,35
41B -124,67 -157,21 -0,71
42B -133,44 -154,05 -0,69
43B -128,00 -147,05 -0,94
45B -148,24 -166,74 -2,75
46B -160,43 -181,35 -2,84
47B -148,51 -176,85 -6,91
48B -150,86 -175,31 -5.41
49B -146,67 -175,26 -5,32
50B -150,49 -188,75 -3,69
51B -139,73 -162,22 -5,26
52B -134,13 -160,38 -4,88
53B -152,33 -168,37 -6,52
54B -145,86 -164,90 -5,49
55B -153,22 -185,58 -5,18
56B -150,03 -164,33 -4,82
58B -144,99 -180,99 -10,45
59B -159,62 -202,21 -10,26
60B -157,74 -180,22 -5,02

61B -152,87 -173,69 -5,89
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Tabela S8 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo
B. (continua)

Energia Intermolecular kcal.mol’!

Ile Pro Leu Lys Glu Asp Leu Asp

Comp. 2163 2169 2185 2187 2190 2191 2192 2195
1A -3,35 -4,67 9,33 -10,72  -8,89 0,00 -0,70 -1,52
2B -3,93 -3,85 -9,45 -5,23  -1484  -2,84 -2,95 -10,79
6A -4,59 -5,53 -9,06 -8,41  -17,63 -1,34 -1,83 -8,83
11A -3,77 -5,12 -9,40 -8,13  -20,87  -3,98 -3,06 -12,78
14A -4,42 -5,40 -9,10 -5,85  -15,02  -2,90 -3,02 -11,00
15A -3,91 -5,76 -9,06 -7,33  -15,36  -2,85 -2,97 -10,67
16A 4,11 -6,29 -8,79 -7,06  -15,46  -2,79 -2,89 -10,29
17A -3,85 -5,74 -8,98 -7,63  -16,21  -2,86 -3,00 -10,69
19A -3,96 -6,46 -9,49 -7,73 -17,29 2,93 -2,64 -12,08
20A -4,03 -6,87 -9,03 -6,61  -18,20 -6,12 -4,96 -12,94
21B -3,42 -4,59 -9,90 -8,00 -16,76  -3,49 -2,96 -12,33
22A -3,80 -6,24 -9,30 -7,83  -16,14  -4,82 -3,15 -12,41
23A -3,83 -6,19 -9,05 -6,67 -18,70  -3,46 -5,73 -11,36
24B -4,37 -6,29 -9,51 -7,23  -14,61 -2,84 -2,96 -11,28
25A -3,82 -5,97 -9,05 -5,93  -18,22 2,84 -7,84 -13,27
26A -3,50 -5,64 -8,89 -6,55 -18,88 2,87 -8,01 -12,79
28A -3,30 -4,42 -9,31 -7,35 21,11 13,37 -10,86  -14,74
29B -3,43 -4,82 -10,28  -7,42  -16,80  -3,52 -3,14 -11,57
30B -3,56 -5,46 -10,27  -6,56 -19,19 3,48 -9,31 -13,05
31B -4,07 -4,53 -10,50  -6,28 -15,85 -4,36 -3,47 -12,04
32B -5,05 -3,95 -10,73  -6,18 -1520 -2,80 -3,93 -12,64
33B -5,63 -4,36 -10,63  -597 -18,16 1,92 -7,91 -13,48
34B -4,31 -3,99 -10,43  -597 -17.96 1,62 -8,00 -12,98
35B -5,74 -4,32 -12,51  -5,77  -17,78 2,11 -7,93 -13,48
36B -5,29 -4,98 -12,57  -3,79 -18,95 -0,48 -6,59 -13,81
38B -2,29 -2,36 -8,79 -497 -18,16 2,56 -7,98 -12,21
39B -4,32 -4,59 -10,55  -6,03 -14,58 -291 -3,00 -11,15
40B -4,45 -4,68 -10,41  -6,01 -14,67 -2,85 -2,92 -10,97
41B -5,58 -4,60 -12,32 -6,30 -14,84 -2,72 -2,85 -10,35
42B -491 -4,79 -11,45 3,99  -16,17 -3,36 -2,60 -10,89
43B -5,03 -4,84 -10,53 4,51 -1586 -3,30 -2,67 -11,22
45B -5,37 -5,00 -12,48 4,12 -1994  -3.35 -4,59 -11,07
46B -5,18 -3,97 -11,87 3,72 -19,46 0,38 -6,16 -13,06
47B 4,11 -6,18 -9,03 -8,41  -17,20 -3,43 -3,57 -10,95
48B -3,18 -4,26 -9,14 -7,55  -20,20 -5,00 -4,04 -11,98
49B -3,42 -5,16 -9,25 -6,26  -15,26  -3,12 -3,61 -12,25
50B -3,77 -6,24 -9,13 -6,11  -18,98 2,00 -7,18 -13,03
51B -3,85 -5,36 -7,99 -7,53  -17,76  -2,71 -2,91 -10,49
52B -3,18 -5,40 -9,34 -5,05  -1591  -2,79 -2,91 -10,49
53B -3,18 -5,40 -9,34 -5,05  -1591  -2,79 -2,91 -10,49
54B -4,08 -6,27 -8,94 -7,22 -16,92  -3,30 -3,54 -10,06
55B -3,79 -5,97 -9,01 -6,25  -19,36 1,94 -7,97 -13,52
56B -3,39 -4,74 9,11 =796  -15,96  -3,65 -3,76 -11,48
58B -4,15 -6,74 -9,99 -8,03  -17,20 -3,87 -3,92 -11,55

59B -4,48 -6,37 -9,63 -7,08 -17,46 2,27 -8,21 -13,85
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60B -3,43 -5,87 -9,61 -6,85  -18,62  -4,46 -3,13 -12,07
61B -3,57 -5,97 -10,18  -7,03  -16,55 -2,83 -2,86 -10,54
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Tabela S8 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo
B. (continuagdo)

Energia Intermolecular kcal.mol™!

Tyr Ile Gly Trp Val Met Leu Ile
Comp. 2225 2237 2238 2239 2240 2345 2354 2356
1A -7,37 -5,01 -3,39  -15,61  -5,52  -7,62 -1,86 -14,64
2B 7,75 -4,89 -3,32 -16,04  -5,71 -7,22 -1,63 -14,14
6A -7,63 -5,18 0,99 -17,54  -6,76  -6,28 0,00 -14,55
11A -8,19 -5,28 -3,29  -16,65 -5226  -7,14 -1,67 -14,80
14A -7,39 -5,49 1,25 -18,50  -7,01 -6,16 0,00 -15,30
15A -7,40 -5,17 0,32 -17,75  -7,10  -6,36 0,00 -14,55
16A -7,51 -4,87 -0,80  -17,02 -6,43  -6,53 -0,45 -14,75
17A -7,15 -4,90 -0,47  -17,53  -7,61  -6,42 -0,33 -14,83
19A -7,55 -5,21 -3,36 -15,99  -5,68  -7,38 -1,74 -13,60
20A -8,08 -4,98 -3,29  -16,10 -5,10  -7,59 -1,82 -14,02
21B -7,07 -6,84 -0,53  -19,35 920 4,18 -0,48 -15,38
22A -6,02 -4,83 -3,05  -16,23  -6,93  -7,32 -1,36 -12,90
23A -7,92 -4,62 -3,26  -15,74  -5,13  -7,70 -1,89 -13,85
24B -8,98 -5,94 -1,11 -17,33  -11,05 -5,96 -2,71 -15,05
25A -7,66 -4,47 -3,32 -16,01 -540  -7,53 -1,76 -14,65
26A -9,93 -5,61 -2,77 9,76 2,87  -4,30 -2,18 -16,79
28A -7,29 -4,63 -3,35  -16,30  -591  -7,67 -1,82 -14,86
29B -8,13 -7,10 -3,31 -20,97 -12,86  -6,07 -1,32 -14,35
30B -8,97 -6,84 -398  -20,19 -7,36  -4,63 -2,15 -16,12
31B -6,72 -5,02 -3,34 -16,76  -7,39  -6,71 -1,11 -14,29
32B -8,88 -6,55 1,97 -19,35 -10,61 -5,24 -0,87 -15,04
33B -7,10 -4,91 0,73 -17,83  -8,00  -6,00 0,00 -14,43
34B -8,60 -5,56 0,00 -20,95 -11,43  -6,43 -1,47 -14,60
35B -10,43  -3,99 -422  -18,30 -543  -6,72 -0,57 -14,68
36B -6,73 -6,91 -3,83  -18,50 -8,93  -5,15 -0,86 -15,93
38B -9,90 -4,92 -2,62  -17,30  -6,66  -6,98 -0,64 -15,96
39B -6,87 -4,80 -3,37  -16,59  -7,09  -7,21 -1,22 -14,97
40B -9,23 -6,42 -0,43  -18,39 -12,00 -6,22 -2,36 -15,60
41B -10,23 4,44 -4,02  -18,22 -554  -7,16 -0,60 -14,16
42B -6,36 -6,40 -1,23  -21,03  -8,19  -6,62 -0,88 -14,28
43B -8,30 -6,60 -2,23  -15,67 -641  -6,69 -1,07 -11,82
45B -6,63 -6,89 -3,97  -18,48 -8,95  -5,09 -0,88 -16,02
46B -6,71 -6,86 -3,80  -18,39 9,10  -5,13 -0,86 -15,97
47B -8,20 -4,83 -3,08  -17,79 -5,85  -7,72 -1,43 -15,31
48B -8,66 -4,93 -2,64  -18,95 -798  -6,85 -0,53 -16,40
49B -8,81 -5,42 -3,47  -1521 -5,58  -4,62 -2,14 -16,70
50B -9,14 -5,12 -3,56  -14,77  -521 5,33 -2,11 -16,65
51B -2,62 -3,72 -4,06 -17,66 -0,75  -9,72 -2,99 -15,56
52B -10,89  -5,51 -3,58  -15,81  -591  -7.91 -2,61 -10,23
53B -10,89  -5,51 -3,58  -15,81  -591 -7,91 -2,61 -10,23
54B -7,59 -5,17 0,00 -17,01  -7,10  -6,27 -0,32 -14,93
55B -7,73 -4,40 -3,21 -16,13  -5,56  -7,51 -1,70 -15,09
56B -8,06 -4,93 -3,34  -16,11 -539  -7,50 -1,76 -15,43
58B -4,81 -5,49 -1,41 2348 -11,55 -4,86 -1,49 -13,37
59B -8,94 -6,00 -0,64  -17,54 -11,39  -6,66 -2,55 -14,91
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60B -9,24 -5,98 0,00 -21,08  -8,88  -6,74 -2,31 -14,53
61B -8,46 -6,96 -4,12 -19,48 -12,47  -5,87 -1,43 -15,29
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Tabela S8 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima mTOR e os compostos do grupo

B. (conclusao)

Energia Intermolecular kcal.mol-1

Com Asp Phe Asp ICso pICso pICso”
p- 2357 2358 2360 (nM) Exp. Pred.
1A 9,25 0,00 0,00 9,60 8,02 8,32
2B 22,98 2,59 1,28 0,46 9,34 8,42
6A 23,20 -1,35 -1,18 1,40 8,85 8,31
11A 22,51 2,18 -1,08 46,00 7,34 7,96
14AT 222,09 2,63 -1,28 22,00 7,66 8,52
15A 22,91 2,54 -1,30 2,10 8,68 9,25
16AT 23,07 2,12 -1,29 2,00 8,70 8,96
17A 22,95 2,52 -1,29 1,10 8,96 9,25
19A 21,47 -1,99 -1,09 4,30 8,37 8,63
20A 23,28 2,71 -1,09 1,00 9,00 8,75
21B 22,15 -3,09 -1,30 0,87 9,06 9,02
22A 20,57 4,17 -1,45 0,61 9,21 8,96
23AT 2427 2,74 1,31 0,45 9,35 8,88
24B 21,29 2,75 1,28 0,22 9,66 9,54
25AT 25,57 4,89 1,72 0,30 9,52 9,56
26A 26,10 -4,89 1,72 0,83 9,08 9,21
28A 24,75 -4,09 -1,35 0,08 10,10 9,82
29B 23,32 2,97 -1,31 0,62 9,21 9,50
30B 25,10 4,26 1,26 0,16 9,30 9,64
31B 21,76 -4,30 -1,54 0,60 9,22 9,04
32B 23,71 4,03 1,35 0,23 9,64 9,45
33B -24,99 -4,90 -1,63 0,23 9,64 9,23
34B7 -25,09 -4,93 -1,63 0,19 9,72 10,15
35B 25,17 -4,95 1,61 0,20 9,70 9,98
36B 226,08 -5,02 2,42 1,20 8,92 8,63
38B 25,72 -4,76 -1,69 0,58 9,24 9,50
39BT 21,63 2,73 -1,30 1,00 9,00 9,11
40B 21,43 2,71 1,31 0,50 9,30 9,35
41B 23,01 2,46 1,27 0,56 9,25 9,37
42B7 23,77 2,54 2,35 5,50 8,26 7,84
43B 222,90 2,62 2,01 91,00 7,04 7,14
45B7 2447 2,87 2,37 53,00 7,28 7,50
46B 26,27 4,87 2,25 17,00 7,77 8,05
47B 21,59 3,34 1,32 1,80 8,74 8,67
48BT 22,51 2,70 -1,20 1,80 8,74 8,63
49B 23,51 3,24 -1,33 1,20 8,92 9,26
50B 25,49 4,52 -1,74 0,28 9,55 9,27
51B -23,90 2,56 -1,25 84,00 7,08 7,64
52BT 23,12 2,53 -1,25 2,30 8,64 8,78
53B 23,12 2,53 -1,25 1,90 8,72 8,78
54B 22,75 3,38 -1,29 0,32 9,49 8,97
55B 25,44 -4,88 -1,60 0,20 9,70 9,52
56B 22,64 2,66 -1,29 0,17 9,77 9,10
58B 21,02 2,74 -1,29 0,20 9,70 9,42
59B 225,01 -5,32 -1,67 0,11 9,96 10,46



60B -24,09 -3,27
61B -23,23 -2,51

-1,66
-1,29

0,62
0,22

9,21
9,66

9,29
9,52

116

T Grupo de teste
*valores previstos pela equagao 5.3
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Tabela S9 - Valores de energia (Moldock, intermolecular e ligagdo de hidrogénio) obtidos
em kcal.mol™! para cada composto do grupo B com a enzima PI3Ka.

Comp. Moldock Energia intermolecular Liga¢do de Hidrogénio
1A -71,54 -91,30 -2,49
2B -68,24 -92,06 -0,37
6A -73,05 -101,37 3,22
TA -64,65 -95,54 -4,24
9A -74,77 -110,53 -4,07
10A -70,21 -91,28 3,56
11A -60,98 -101,02 -0,48
12A -75,34 -106,25 -4,77
13A -75,22 -113,53 1,69
14A -58,55 -85,82 1,78
15A -74.81 -104,94 3,00
16A -64,03 -83,20 -2,99
19A -55,67 -85,67 -0,53

20A -74,62 -103,26 -7,95
22A -72,22 -105,12 0,93
23A -68,13 -98.,35 0,41
24B -64,76 -94,67 3,63
25A -69,01 -107,55 -3,44
28A -84,79 -121,47 -0,86
30B -58,01 -93,16 -0,81
31B -72.21 -96,23 -1,82
32B -67,33 -98.,40 8,01
33B -73.,46 -107,55 -0,85
35B -62,08 -101,43 -2,34
36B -70,73 -99,31 -3,92
38B -61,44 -96,54 -4,97
39B -80,97 -99,08 1,02
40B -72,64 -94,07 0,56
47B -78,08 -104,61 -0,60
48B -63,72 -99,16 -6,24
49B -51,65 -72,34 -3,49
50B -77,48 -98,46 -5,70
51B -68,06 -100,68 0,33
52B -78.21 -108,07 3,44
53B -76,68 -96,89 -6,70
54B -78.,55 -115,84 -0,35
56B -76,64 -100,92 -1,95

59B -59,16 -101,10 -6,82
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Tabela S10 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do

grupo B.
(continua)
Energia Intermolecular kcal.mol™!

Comp. Met772 Thr773 Ser774 Lys802 Asp805 Asp806 Leu807 GIn809
1A -0,96 -2,90 0,97 3,89 -0,74 0,00 -0,63 0,00
2B -2,77 -1,25 4,53 22,62 -9,28 -1,99 -3,58 -0,69
6A 0,85 -4,59 0,38 28,11 -9,32 -2,79 -4,31 -0,38
TA -1,42 -1,40 8,43 28,29 -7,52 -2,82 -1,79 -0,36
9A 0,00 -8,83 -8,41 31,58 -10,02  -2,40 -3,32 -0,58
10A 2,27 -5,87 -2,92 29,16 -9,65 -2,62 -4,34 -0,38
11A 3,48 -8,26 -2,36 29,96  -11,02 2,01 -5,71 -1,45
12A -1,71 -2,82 2,77 8,73 -1428  -0,78 -6,53 -4,85
13A -0,72 -11,07  -8,63 30,61  -10,26  -2,54 -4,20 -0,39
14A 11,83 -6,03 -4,18 32,27 -10,94  -2,46 -4,14 -0,40
15A 1,95 -7,78 -1,83 25,71 -8,90 2,71 -4,13 -1,00
16A -3,00 -1,73 9,24 23,83 -9,52 -1,71 -3,41 -0,41
19A 1,04 -6,85 -3,43 31,46 -9,85 -2,83 -3,85 -0,56

20A 3,27 -12,68 8,74 22,14 -9,75 -6,54 4,11 -1,18
22A -1,91 -1,46 2,11 34,37  -15,10  -4,51 -4,12 -1,02
23A 2,45 -6,76 -2,52 37,29  -17,27 0,00 -5,15 -2,22
24B 0,00 -6,89 -2,34 3346  -11,22  -2,05 4,16 -0,42
25A -0,75 -3,08 -5,59 28,96  -19,96 8,57 -8,41 -2,01
28A 2,22 -10,39  -1,76 26,51  -20,12  -6,40 -3,75 4,62
30B 2,01 -6,22 -5,56 33,86  -21,36 6,10 -8,37 -2,92
31B 3,07 -0,73 -2,60 32,65 -18,48 0,00 -2,94 -1,16
32B 0,00 -0,34 -3,92 33,94  -16,91 -1,42 -4,24 -1,59
33B 1,77 0,00 -4,58 32,53 -21,10 6,63 -8,22 -3,39
35B 5,02 -0,64 -4,64 33,67 -21,94 8,34 -8,69 -3,21
36B 3,88 -1,80 -5,67 34,09 -22,23 0,37 -5,55 4,11
38B -2,10 -1,43 -5,34 2545  -19,54 6,47 -7,57 -1,81
39B -0,47 -1,02 -3,09 25,92 -9,61 -1,30 -3,90 -1,24
40B 1,02 -2,58 -2,93 31,27 -11,59  -1,32 -4,43 -0,93
47B -1,53 -3,85 3,01 26,84  -12,90 1,91 -2,30 -0,93
48B -3,94 0,00 -4,16 29,08  -14,11 0,00 -5,10 0,00
49B -3,01 -1,63 -4,96 3291  -15,61 -1,03 -4,42 -1,00
50B 0,68 -3,05 1,53 24,14 -19,29  -1,99 -3,02 -3,28
51B 2,59 -10,76 1,92 3461 -11,48 2,10 -426  -0,42
52B 1,05 -7,81 -1,89 20,72 -1,47 -3,01 -3,73 -1,05
53B 5,49 -9,14 -4,58 30,70  -11,56 2,67 -6,07 -1,69



54B
56B
59B

0,67
0,69
4,85

-6,00
-1,74
-10,57

-3,77
5,07
-0,75

30,97
34,30
32,53

-12,22
-15,67
-22,02

1,46
-3,93
7,30

-5,38
-3,61
-8,15
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-1,19
-1,02
-0,75
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Tabela S10 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do

grupo B. (continuagdo)

Energia Intermolecular kcal.mol™!

Comp. Asp810 Tyr836 1le848 Glu849 Val850 Val851 Thr856 Ser919
1A -0,54 -10,35 -7,20 -2,54 -5,46 1,42 0,00 -2,43
2B -5,99 -14,15  -10,36 13,36  -7,75 1,41 -0,99 -1,87
6A -3,19 -10,27 -8,14 -3,18 -6,04 0,00 0,00 -0,37
TA -7,49 -12,32 -10,32 6,97 -7,36 1,51 -3,26 -12,31
9A -4,17 -10,55 -8,02 -4,16 -5,65 -1,69 0,00 -3,52
10A -3,75 -10,16 -7,72 -2,55 -6,31 2,33 -6,47 -6,14
11A -2,01 -10,36 -7,80 -3,52 -4,91 -0,74 -1,18 -3,99
12A -2,10 -12,05 -9,34 3,99 -6,46 0,51 -0,81 -5,04
13A -4,87 -10,44 -7,90 -2,92 -7,19 2,23 0,00 -1,90
14A -5,72 -12,15 -8,76 4,99 -5,46 -1,67 0,00 0,00
15A -3,19 -10,19 -8,25 -2,98 -5,96 0,69 0,00 0,00
16A -6,94 -16,14  -11,02 15,84  -7,86 3,65 -0,54 -1,21
19A -3,97 -10,44 -7,73 -4,09 -5,91 -1,09 -0,89 -0,43

20A -13,88  -10,68 -9,54 -3,19 -5,74 3,26 0,00 -0,32
22A -8,18 -14,22  -10,16 18,36  -7,41 0,00 -1,25 -2,29
23A -5,46 -10,76 -7,47 2,31 -5,78 -0,55 -1,05 -0,72
24B -5,51 -11,55 -7,59 -0,40 -8,95 -0,53 -0,92 -0,47
25A 0,44 -10,73 -6,74 -0,98 -7,64  -1,09 -1,93 -0,74
28A -4,78 -11,47 -6,51 -0,73 -6,68 -1,03 0,00 0,00
30B 1,57 -12,90 -1,72 3,89 -9,59 -2,56 0,00 -0,70
31B -8,65 -10,45 -5,86 3,24 -5,20 -5,02 -0,47 -0,50
32B -8,86 -13,63 -6,70 0,00 -8,13 -2,36 -0,52 -0,49
33B -0,43 -9,13 -6,33 -3,91 -3,40  -3,19 -0,63 -0,51
35B 0,00 -10,02 -7,79 0,73 -9,40 -12,11 0,00 0,00
36B -2,32 -12,24 -7,24 1,21 -6,34  -10,40 0,00 0,32
38B 1,75 -12,15 -6,31 9,01 -7,85 -6,21 -2,67 -1,57
39B -4,38 -9,42 -8,06 -2,69 -6,44  -2,83 0,00 0,00
40B -4,23 -9,83 -7,08 -0,38 -9,05 -4,66 0,00 0,00
47B -6,94 -14,14 -9,14 13,82 -8,29 -4,04 -0,69 -1,10
48B -6,40 -12,93 -9,34 18,30  -8,46 -5,60 5,49 -4,56
49B -8,03 -11,31 -6,92 -1,98 -9,49 3,02 2,30 -3,87
50B -5,92 -14,79 -8,29 3,87 -7,29 2,43 -0,58 -3,18
51B -5,66 -9,04 -8,74 13,67  -9,36 0,57 -0,30 -3,55
52B -1,68 -11,84 -9,15 -2,47 -8,11 0,00 -0,94 -1,14
53B -1,72 -10,66 -7,45 1,10 -5,96 3,52 0,00 -0,31
54B -5,14 -10,52 -7,66 -3,70 -5,48 -0,91 -1,14 -1,26
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56B -8,58 -16,16 -9,28 7,21 -4,51 7,72 -0,44 -3,52
59B -2,02 -13,39 -7,10 2,45 -7,22 -1,92 0,00 0,00
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Tabela S10 - Energias intermoleculares obtidas entre a enzima PI3Ka e os compostos do

grupo B.
(conclusdo)
Energia Intermolecular kcal.mol™!
Phe930 11e932 Asp933 Gly935 ICso (nM) plCso  pICso*
Comp. Exp. Exp. Pred.
1A -4,17 -15,20 12,95 0,00 47,00 7,33 7,36
2BT -2,97 -18,79 15,75 -1,75 100,00 7,00 7,12
6A -3,88 -14,18 11,38 -1,81 23,00 7,64 6,80
TA -2,85 -14,10 6,48 -1,18 404,00 6,39 6,07
9A -3,88 -14,02 12,84 -1,85 801,00 6,10 6,59
10A -3,92 -14,32 12,35 -1,78 41,00 7,39 7,42
11A -4,06 -14,35 12,53 -3,11 631,00 6,20 6,57
12A -2,47 -11,84 19,00 -10,30 284,00 6,55 6,86
13A -3,22 -14,00 13,06 -1,78 14,00 7,85 6,52
14A -2,92 -13,73 12,85 -1,74 211,00 6,68 6,39
15A -4,03 -14,23 12,58 -1,82 225,00 6,65 6,76
16A -3,03 -17,02 17,14 -1,76 149,00 6,83 6,72
19AT -3,46 -13,89 11,79 -1,86 1026,00 5,99 6,52
20A -4,51 -15,00 10,24 -3,59 681,00 6,17 5,93
22A -2,80 -18,42 10,72 -3,81 505,00 6,30 6,66
23AT -3,29 -14,72 16,10 -3,31 661,00 6,18 6,23
24B -2,08 -13,31 14,83 -1,82 1803,00 5,74 5,71
25A -2,35 -12,89 30,84 -9,23 18,00 7,74 7,61
28AT -2,43 -12,42 42,32 -10,81 6,00 8,22 8,36
30BT -3,50 -9,85 24,10 -9,05 1857,00 5,73 5,97
31B -2,38 -14,27 32,62 -4,27 314,00 6,50 6,64
32B -2,34 -12,17 23,30 -5,12 2746,00 5,56 5,46
33B -3,80 -14,02 23,08 -8,71 10,00 8,00 7,54
35B -3,00 -12,91 22,28 -8,41 227,00 6,64 6,64
36B -3,53 -13,85 25,95 -9,02 602,00 6,22 5,97
38B -3,25 -13,18 33,54 -9,43 18,00 7,74 7,38
39B -3,59 -13,30 17,64 -1,91 194,00 6,71 7,21
40B -3,16 -12,77 18,18 -2,75 1616,00 5,79 5,89
47B -3,88 -14,56 21,10 -2,60 533,00 6,27 6,17
48B -3,24 -14,24 21,70 -5,14 521,00 6,28 6,14
49BT -2,89 -12,38 21,73 -3,25 4546,00 5,34 5,61
50B* -2,95 -10,30 39,41 -8,72 517,00 6,29 6,14
51B -4,44 -14,69 13,14 -1,68 3877,00 5,41 5,55
52B -4,84 9,17 7,98 -1,67 268,00 6,57 6,58
53B -2,76 -14,89 17,28 -3,60 721,00 6,14 6,23
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54BT -3,95 -14,30 15,07 -3,54 490,00 6,31 6,80
56B -3,02 -12,88 17,71 -3,36 704,00 6,15 6,24
59B -2,71 -13,16 29,99 -9,24 613,00 6,21 6,47

T Grupo de teste
*valores previstos pela equagdo 5.4
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