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RESUMO

Bancos de dados de ligantes de acesso publico oferecem atualmente mais
de 20 milhdes ligantes para os usuérios. Em contrapartida, a realizagdo de testes in
silico com esse elevado volume de dados é computacionalmente muito custoso, que
vem demandar o desenvolvimento de novas solu¢des para a reducdo do numero de
ligantes a ser testado em seus receptores alvo. No entanto, ainda ndo ha método
para efetivamente reduzir esse numero elevado em um valor gerenciavel,
constituindo-se assim, um grande desafio do Planejamento Racional de Farmacos.
Este trabalho tem o objetivo de desenvolver uma fungéo heuristica para realizar uma
triagem virtual com ligantes disponiveis, cuja intencdo é selecionar os candidatos
mais promissores. A funcdo desenvolvida € baseada na geometria da cavidade do
substrato do receptor, filtrando apenas os ligantes compativeis com esta cavidade
considerando as variagfes 3D do modelo totalmente flexivel do receptor. Para testar
a eficacia da fungéo proposta foram feitas duas avaliagGes utilizando como estudo
de caso a enzima do Mycobacterium tuberculosis, a InhA. Os resultados obtidos
deste filtro melhoraram o processo de triagem virtual, descartando a realizacdo dos
testes de docagem molecular dos ligantes que ndo se encaixam na cavidade do
substrato do receptor.

Palavras-chave: Bioinformatica, Planejamento Racional de Farmacos, Banco

de dados de ligantes, Selecao de ligantes.



ABSTRACT

Public databases provide currently over 20 million ligands to users. In
contrast, testing in silico with such a high volume of data is computationally very
expensive, which demands the development of new solutions for reducing the
number of ligands to be tested on their target receptors. However, there is no method
to effectively reduce that high number in a manageable amount, thus becoming, as a
major challenge of rational drug design. This work aims to develop a heuristic
function to perform a virtual screening with available ligands, whose intention is to
select the most promising candidates. The function is developed based on the
geometry of the substrate of the receiver, filtering only the binder compatible with the
cavity, derived from a fully flexible model of the receiver. To test the effectiveness of
the proposed function a case study with the enzyme of Mycobacterium tuberculosis,
InhA, is evaluated. The results of this filter improved the virtual screening using
molecular docking, avoiding the testing of ligands that do not fit the substrate of the

receptor binding pocket.

Keywords: Rational drug design, databases of ligands, ligand filtering.
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1- INTRODUCAO

As industrias farmacéuticas estdo sempre procurando reduzir 0 tempo necessario
para desenvolver novos medicamentos e, embora 0s avangos tecnoldgicos tenham
contribuido para acelerar o processo de descobrimento de novos farmacos, o processo
ainda continua sendo demorado, podendo durar de 10 até 15 anos [1], com um custo de,

aproximadamente, 1,2 bilhdo de dolares [2].

Com a finalidade de reduzir custos e melhorar o tempo necessario para o
desenvolvimento de novos farmacos, pesquisadores tém feito o uso de técnicas
computacionais para realizar a triagem virtual de novos compostos obtidos de Bancos de
Dados (BD) de ligantes, metodologia conhecida na literatura como planejamento de

farmacos assistido computacionalmente.

Nesta ultima década, o uso das técnicas de triagem virtual baseadas em estrutura
para o descobrimento de novos farmacos tem alcancado resultados promissores e, assim,
vem sendo amplamente utilizadas, embora ainda se encontrem em um estado de
refinamento [3]. Estes resultados sdo obtidos através de pesados investimentos das
industrias farmacéuticas, fomentando o desenvolvimento de diversas abordagens e

possibilitando melhorar a qualidade dos compostos candidatos a farmacos [4].

As melhorias da tecnologia computacional, combinadas com avancos na area de
genbmica estrutural, permitiram um grande aumento do numero de estruturas de
proteinas e pequenas moléculas disponiveis em BD quimico-biologicos [5]. Atualmente,
existem diversos BD de acesso publico disponibilizando milhdes de pequenas moléculas
tridimensionais (3D). Um exemplo destes BD é o ZINC, cujo niumero de compostos
disponibilizado é superior a 20 milhdes [6]. Um dos principais desafios esta, justamente,

em manipular a grande quantidade de estruturas quimico-biologicas disponibilizadas [7].

1.1 Definigcdo do problema

Uma forma computacional muito utilizada para acelerar o processo de se

identificar bons candidatos a farmacos é conseguir selecionar os ligantes que apresentam
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uma boa interacdo molecular com o receptor alvo [8]. Para avaliar se um ligante possui
uma boa interacdo com o receptor é necessario realizar um teste, onde o ligante precisa
assumir diversas posi¢Oes dentro do sitio ativo da molécula receptora. Assim, o tempo
computacional necessario para executar estes experimentos € bastante custoso,
consumindo em média 1 minuto® para cada experimento de um receptor rigido com um

ligante.

Sabe-se que as moléculas ndo sdo estruturas rigidas, devendo, portanto, ser
considerada a flexibilidade do receptor e do ligante. Para o receptor, foram feitas
simulacbes das conformacdes da proteina, método que € definido como simulacdo por
Dinamica Molecular (DM). Neste trabalho foram utilizadas duas simulacdes por DM com
3.100 conformacdes. Avaliando o custo computacional de uma trajetéria com 3.100
conformacdes realizando os testes para a verificagdo da interacdo com todos os ligantes
disponibilizados pelo BD ZINC, quantidade superior a 20 milhdes de compostos, o tempo

necessario para a execuc¢ao seria de, aproximadamente, 118 mil anos.

Com isso, diversos pesquisadores vém trabalhando especificamente com o
objetivo de reduzir o tempo necessario para a realizacdo do processo de selecdo de
ligantes, objetivando reduzir a quantidade de ligantes a serem testados em experimentos.
Em virtude disto, muitos métodos heuristicos para classificar candidatos a farmacos de
forma rapida tém sido criados na Ultima década. Estes métodos, também conhecidos
como métodos hibridos, inicialmente servem para filtrar um conjunto de ligantes de todo o
BD de forma rapida, reduzindo o nimero de candidatos a serem testados para uma faixa
de aproximadamente 103 ligantes. Com uma quantidade menor de candidatos a farmacos,
torna-se possivel aplicar testes mais rigorosos para identificar os ligantes com maior
afinidade com o receptor alvo [9]. No entanto, deve-se considerar que esta elevada
reducdo do conjunto de ligantes tem como consequéncia uma baixa no nivel de

confiabilidade dos ligantes eliminados (Figura 1).

Um dos métodos desenvolvidos mais relevantes foi apresentado em Lipinski [10],

conhecido na literatura como a “regra dos cinco”, onde foram estipulados parametros para

1 utilizando um computador com processador Core2Quad, memoéria de 8GB RAM, SO Linux Fedora 10 e
AutoDock 3.0.
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guatro caracteristicas moleculares. Este método avalia as propriedades ADME (absorcéao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo) classificando se os ligantes terdo sucesso como
farmacos nas fases in vivo. Embora esse método seja amplamente utilizado, ele pode
gerar muitos resultados incorretos [6,11]. O grande problema deste método foi que seu
desenvolvimento foi feito considerando apenas as propriedades farmacocinéticas do
ligante, desconsiderando os aspectos farmacodinamicos, o que acaba nao garantindo se

a molécula é um farmaco, segundo o estudo de [11].

Fi | todos os compostos do BD

ligantes com
alta afinidade v

L
oy
T

nivel de

n® de 3
10 confianga

candidatos

rra
L

10

Figura 1 - Existem BD de ligantes capazes de disponibilizar milhdes de ligantes e, por ser
computacionamente inviavel aplicar testes de docagem molecular de um receptor com todos
ligantes, diversos métodos hibridos tém surgido, reduzindo de forma rapida a quantidade de
ligantes disponiveis, permitindo aplicar métodos mais rigorosos quando ha um conjunto menor de
ligantes. Adaptada de Amaro and Li, 2010 [12].

O desenvolvimento de métodos hibridos mais eficazes ainda é uma necessidade
nos dias de hoje. Este trabalho busca evoluir neste sentido, desenvolvendo uma fungao
heuristica capaz de reduzir a quantidade de compostos fornecida pelos BD; utilizando as
restricbes geométricas da cavidade alvo da molécula pesquisada, contribuindo no cenario

do Planejamento Racional de Farmacos.

1.2 Motivagéo

O tempo computacional elevado, combinado com os altos custos financeiros tem
incentivado as industrias farmacéuticas a desenvolver novos métodos para acelerar o

processo de descoberta de novos farmacos. Com isso, pesquisadores tém buscado
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desenvolver novos métodos capazes de filtrar essa quantidade de pequenas moléculas a
serem testadas in silico, fato que se tornou um dos grandes desafios do Planejamento
Racional de Farmacos dos ultimos anos. Desta forma, desenvolver um método capaz de
melhorar a etapa de selecéao de ligantes, considerando as propriedades do receptor a ser
resolvido na pesquisa, dispensando os ligantes que néo estabelecem interacdo com o
receptor, pode gerar um o6timo ganho computacional, fato que demonstra a relevancia

cientifica deste tema.

No estudo de caso, pretende-se trabalhar com a enzima do Mycobacterium
tuberculosis (InhA), que representa um alvo interessante para o desenvolvimento de
novos farmacos anti-tuberculose. A tuberculose é considerada uma doenca negligenciada
por empresas farmacéuticas que nao investem no desenvolvimento de novos
medicamentos ja que esta doenca ndo oferece um retorno lucrativo. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, foram estimados 9,4 milh6es de novos casos de
tuberculose em 2009 no mundo [13]. Uma das principais causas apontadas para a
ocorréncia deste indice é o crescimento do numero de casos de pacientes com
tuberculose que acabam adquirindo resisténcia a isoniazida, que é o principal farmaco
utilizado no combate desta enzima da InhA [14]. Assim, este trabalho pretende atuar na

busca para identificar novas classes de inibidores especificos para esta doenca.

1.3 Objetivo e contribuicdes

O objetivo geral desta pesquisa é o de desenvolver uma fun¢éo heuristica capaz
de realizar uma triagem virtual de ligantes disponibilizados em banco de dados de
pequenas moléculas e gerar um ranqueamento das moléculas mais promissoras para
produzir farmacos para um determinado receptor. Esta funcéo heuristica serve como um
método hibrido, que apdia pesquisadores descartando ligantes que ndo possuem
caracteristicas de encaixe no receptor, contribuindo para a aceleracdo do processo de

selecéo dos candidatos a docagem molecular de receptores.
Os objetivos especificos sao:

e Realizar um estudo aprofundado dos conceitos bioldgicos necessarios para
0 desenvolvimento desta pesquisa.
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o Verificar a trajetoria gerada em Schroeder et al. [14] pesquisar como extrair
os arquivos PDB com a co-enzima NADH presente.

e Criar um método capaz de capturar as informacbes das cavidades

existentes na estrutura do receptor em cada conformacéo da trajetoria.

e Gerar uma heuristica para determinar qual é a cavidade do substrato
durante as variacdes ocasionadas devido a simulagéo da flexibilidade da

proteina.

e Pesquisar detalhadamente quais o0s principais BD utilizados pela
comunidade cientifica, verificar quais as principais diferencas entre as
informagdes disponibilizas e como estes BD foram populados, identificando
0s principais programas envolvidos no processo. Identificar também se os
mesmos nomes de compostos disponibilizados possuem as mesmas

caracteristicas.

e Implementar uma funcdo heuristica para avaliar as propriedades
geométricas da cavidade do substrato de do ligante e, assim, identificar a

possibilidade ou ndo de ocorrer um encaixe entre o ligante e o receptor.

Outro fator a ser destacado é que os sitios dos BD de ligantes mais conhecidos
na literatura ndo apresentam nenhum tipo de filtragem de ligantes que considere as
caracteristicas da cavidade alvo do receptor de interesse. As possibilidades de selecionar
ligantes de forma mais especifica acaba sendo através de uma pesquisa utilizando a
similaridade com um ligante que possui uma boa docagem. Neste caso, somente serdo
selecionados os candidatos com uma alta similaridade estrutural, ndo capturando os

ligantes ndo similares que poderiam ser otimos inibidores.

Para realizar os testes de docagem, o arquivo precisa ser baixado da base de
dados para a maquina local. Desta forma, para os pesquisadores testarem toda a base de
dados, € necessario baixar todo o contetdo do BD. Considerando que as informacges dos
BD de ligantes podem ser alteradas todos os dias, pesquisadores acabam tendo a
necessidade de baixar 102 GB de dados para manter um banco de dados local sempre
atualizado. Entdo, o desenvolvimento de um filtro para selecdo de ligantes capaz de

analisar as propriedades geométricas da cavidade de interesse no receptor a ser
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resolvido nesta pesquisa pode descartar os ligantes que ndo tenham possibilidade de
encaixe. Um exemplo pode ser visto na Figura 2, onde € apresentada uma comparacao
entre o maior comprimento de um ligante e a maior distancia da cavidade alvo do receptor

em uma determinada conformacao.

Baseado no método de chave-fechadura apresentado em [15], o exemplo
apresentado na Figura 2 mostra, de forma clara, que o ligante ilustrado na Figura 2b néo
teria espaco geométrico para encaixar dentro da cavidade exibida na conformacédo 2 ns
do receptor (Figura 2a), sendo descartado da selecao de ligantes para esta conformacéao.
Embora considerado descartado nesta conformacdo, ainda seria necessario aplicar os
testes nas demais conformacdes para averiguar se o ligante realmente nao possuli
possibilidades de encaixe. Este tipo de comparacdo foi feita pelo fato deste trabalho
considerar as informagBes de um ligante rigido. Espera-se também que as licdes
aprendidas neste trabalho, que é uma aplicacdo ndo convencional de impacto social

importante, possam ser Uteis no desenvolvimento de futuros trabalhos interdisciplinares.

o
16,43 A

(b)

Figura 2 — Comparacéao entre as maiores distancias obtidas dentro de uma cavidade do receptor
InhA e a de um ligante mostrando n&do haver a possibilidade de encaixe nesta cavidade do
receptor quando o ligante é considerado rigido (imagens geradas com o software VMD). (a)
Conformacdo em 2 ps da proteina InhA obtido da dindmica molecular [14]. A maior distancia
apresentada pela cavidade é de 12,43 A. (b) Ligante obtido do BD ZINC (ZINC2063189) com a
maior distancia entre os 4tomos de 16,43 A.
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1.4 Organizacado do documento

Este trabalho esta organizado em sete capitulos. Os problemas enfrentados com
uma visdo dos seus antecedentes e do cenario atual sdo abordados nos capitulos 1 e 2.
Assim, o primeiro capitulo contém a introducdo da dissertacdo, apresentando o assunto
abordado, a caracterizacdo do problema, a motivacdo e 0s objetivos esperados,

demonstrando a relevancia do tema.

O segundo capitulo resgata alguns conceitos fundamentais necessarios para um
melhor entendimento da &rea que é o foco deste trabalho, o planejamento racional de
farmacos. Este capitulo também destaca caracteristicas dos métodos de docagem
molecular e da simulacdo por Dindmica Molecular, responsavel por simular a flexibilidade
das moléculas. Além disso, no final deste capitulo sdo apresentados dois formatos de
arquivos texto que armazenam as informacfes das moléculas. A descricdo destes
formatos € importante para a correta captura das informacBes moleculares, muito

utilizadas nos programas desenvolvidos ao longo do trabalho.

No capitulo seguinte, o Capitulo 3, sdo abordadas as caracteristicas dos principais
BD de ligantes utilizados pela comunidade cientifica. Destes, sdo definidas propriedades
necessarias para a escolha do BD mais adequado a ser utilizado neste trabalho. O estudo
destas estruturas é de fundamental importancia para o entendimento dos sistemas

biolégicos, assim como para o desenvolvimento mais eficiente de novos farmacos.

O quarto capitulo apresenta a busca pela determinacéao da estrutura tridimensional
da cavidade alvo definida por um especialista. Como ja citado anteriormente, a
determinacdo desta estrutura deve contemplar todo modelo flexivel. Na literatura
encontram-se diversos software capazes de identificar os atomos responsaveis por
determinar cavidades no interior da molécula, mas estes software realizam o
processamento unitario de arquivos. Este capitulo descreve o programa desenvolvido
para submeter todo o modelo flexivel de forma automatizada, identificando as cavidades
existentes na molécula receptora. Apos, é descrita a funcdo heuristica criada para
identificar e armazenar as informacfes de todas as cavidades alvo do modelo flexivel.
Finaliza-se este capitulo apresentando-se as principais dificuldades encontradas no

desenvolvimento destas etapas.
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Os métodos desenvolvidos na criacdo da funcéo heuristica para realizar a filtragem
dos ligantes estdo descritos no capitulo cinco. Nele se constroi um conjunto de vetores
gue contem os volumes atémicos do modelo flexivel e dos ligantes distribuidos em
esferas concéntricas. A comparacdo dos comportamentos descritos nos vetores €
interpretada pela funcdo heuristica, identificando os ligantes que possuem ou hao
estrutura geométrica para se encaixar em pelo menos uma cavidade alvo do modelo

flexivel.

O Capitulo 6 traz detalhes dos resultados da validagéo do estudo de caso testando
0 encaixe com um conjunto de ligantes extraidos do BD selecionado no segundo capitulo.
Estes resultados séo classificados e ranqueados conforme o volume do ligante se
sobrepfe ao volume das conformacgdes. Finaliza-se esta dissertacdo com o Capitulo 7,

discutindo as consideracdes finais e as possibilidades de seguimento deste trabalho.



2- PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

Inicialmente, a metodologia empregada no planejamento de farmacos ocorria com

0 uso de testes in vitro de maneira aleatéria e, desta forma, resultando em um processo

demorado e bastante custoso. Evidentemente, este tipo de pesquisa ndo apresentava

uma relacdo de custo-beneficio adequada aos interesses das empresas farmacéuticas

[17]. Com o avanco da ciéncia, passou-se a investir em procedimentos mais logicos,

metodologia conhecida como Planejamento Racional de Farmacos [18].

O Planejamento Racional de Farmacos é definido como um estudo que trata do

reconhecimento de moléculas capazes de ter uma afinidade com determinados

receptores. O
[19]. Segundo

quatro etapas:

principio fundamental deste processo baseia-se na interacdo molecular

Kuntz [18], o planejamento racional de farmacos consiste, basicamente, em

1°: deve-se identificar a doenca a ser tratada e isolar um alvo especifico,
determinando este como o receptor a ser tratado. Com a andlise da
estrutura 3D deste receptor € possivel identificar diversas cavidades. Com
o auxilio de um especialista, se identifica a cavidade alvo a qual se deseja

investigar a ocorréncia de interagdo com ligantes;

2°. baseado nas provaveis regides de ligacdo identificadas na etapa
anterior é selecionado um conjunto de candidatos a ligantes que podem
interagir com a regiao identificada no receptor. As diferentes posi¢cdes que
determinado ligante pode assumir dentro da cavidade alvo do receptor
podem ser simuladas por um software de docagem molecular, que

classifica com um escore a interagcao do complexo receptor-ligante;

3% os ligantes que teoricamente obtém melhores resultados nas

simulagdes sdo experimentalmente sintetizados e testados;

4°: com base nos resultados experimentais, 0 medicamento é gerado ou o
processo retorna a primeira etapa, de maneira iterativa, com pequenas

modificacdes nas caracteristicas na busca dos ligantes.
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Existem muitas formas de solucionar a segunda etapa, selecionando um grupo de

ligantes candidatos a farmaco. Dentre elas, existem duas estratégias muito utilizadas e

sdo citadas abaixo:

Planejamento Racional de Farmacos baseado na estrutura do ligante: esta

estratégia costuma ser utilizada quando ha o conhecimento da estrutura de
um ligante que possui uma boa interacdo com o receptor. Com este ligante
é feita uma pesquisa nos BD de ligantes para identificar outros compostos
com propriedades similares a este ligante. O resultado apresentado é uma
lista com aqueles que possuem um bom indice de similaridade estrutural.
Destes ligantes escolhem-se, por exemplo, os primeiros 1.000 melhores
ranqueados, realizando com este pequeno grupo os testes de docagem
molecular. Porém, em Martin et al.[20], foram apresentados experimentos
gue demonstraram que a similaridade estrutural ndo é garantia de

similaridade de funcéo bioldgica.

Planejamento Racional de Farmacos baseado na estrutura do receptor:

para utilizar esta estratégia € necessario conhecer a estrutura do receptor.
Estas informacdes da estrutura sdo utilizadas para a avaliacdo de uma
ampla gama de compostos e selecdo dagueles que melhor se ligam a
cavidade alvo [4]. Estes testes de docagem sao realizados visando
encontrar o ligante que consiga o melhor encaixe com o receptor. Neste
caso, € necessario avaliar a totalidade de ligantes disponivel no BD, ou
seja: milhdes de ligantes a serem testados. Ha& muitas abordagens distintas
baseadas na estrutura do receptor disponiveis na literatura e, um fator

determinante a ser considerado, é a capacidade computacional disponivel.

Atualmente existem diversas ferramentas computacionais desenvolvidas para

auxiliar no processo de descobrimento de novos farmacos. A seguir sdo descritas as

técnicas de docagem molecular e a simulacdo por dindmica molecular, que tém como

principal objetivo o de quantificar a ocorréncia de interagdo receptor-ligante e simular a

flexibilidade do receptor, respectivamente.
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2.1 Docagem Molecular

A docagem molecular € o método de simulacdo computacional que avalia o nivel
de afinidade entre o receptor e o ligante, onde, para cada teste do ligante com o receptor,
€ calculado um escore classificando com valores mais baixos quando h& uma boa
interacao [8]. Existe, aproximadamente, 30 programas de docagem molecular disponiveis,

podendo estes possuir a licenca paga ou sem custos.

Figura 3 - Docagem molecular feita entre uma conformacgdo da InhA e a co-enzima NADH. As
linhas tracejadas verdes demonstram a ocorrencia de interagcdo entre os residuos da InhA com os
atomos do ligante. Figura retirada de Andrade et al.[21].

Para realizar um processo de docagem molecular, o ligante a ser testado assume
diversas posi¢des dentro do sitio ativo da molécula receptora e, desta maneira, 0o tempo
computacional necessario para executar estes experimentos é bastante custoso,
consumindo em média 1 minuto® para cada experimento de um receptor com um ligante.
A Figura 3 mostra a melhor posicdo encontrada pela docagem molecular feita entre uma

conformacao da InhA e a co-enzima NADH.

2 Utilizando um computador com processador Core2Quad, memoéria de 8GB RAM, SO Linux Fedora 10 e
AutoDock 3.0.
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De modo geral, os programas de docagem molecular consideram a estrutura da
molécula do receptor como rigida, enquanto que a molécula do ligante pode ter uma
flexibilidade parcial, variando os angulos de tor¢cao. Por considerar a estrutura do receptor
rigida, torna-se necessario processar métodos que simulem a flexibilidade da proteina,
visto que em meio natural, as moléculas ndo sao estruturas rigidas. O sub-capitulo 2.2 a

seguir apresenta a simulacéo por Dinamica Molecular.

2.2 Simulagao por Dinamica Molecular

Diversos autores tem comprovado que nao considerar a flexibilidade da proteina
no processo de selecdo de candidatos a farmacos acabam limitando significativamente a
precisdo dos métodos de docagem molecular [22,23]. Desta forma, com o objetivo de
manter boas possibilidades de acerto, este trabalho buscou utilizar a simulagdo da
flexibilidade da proteina definida como estudo de caso.

Na literatura € possivel encontrar uma grande quantidade de métodos capazes de
simular parte da flexibilidade da proteina. Dentre eles, a simulacdo por DM é considerada
a melhor técnica para obter um conjunto de possiveis conformacdes de um receptor
[24,25].

A enzima InhA é considerada uma molécula flexivel e, neste trabalho, foi
necessario utilizar duas simulacées por DM diferentes. A primeira contendo somente a
proteina InhA [14] e a segunda com a proteina InhA interagindo com a co-enzima NADH
dentro da cavidade do sitio ativo (estas DM séo apresentadas com maiores detalhes no
Capitulo 5).

Para simular a flexibilidade da proteina com o método da simulagéo por DM foi
utilizado o software Amber 3.0 [26]. As simulacdes geradas apresentaram, cada uma,
uma trajetéria de 3.100 picosegundos (ps) [14]. Uma trajetoria com esta duragcdo €
considerada significativa, visto que trajetorias relativamente curtas de macromoléculas
tém sido utilizadas com razoavel sucesso por uma série de comparacdes experimentais
[27].

Por padréo, o software Amber gera arquivos de resultados da simulacdo a cada

0,5 ps, gerando um total de 6.200 arquivos. Para esta pesquisa foi considerado nao haver
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necessidade da captura de dados da simulacdo em um espaco de tempo tdo curto.
Assim, foram descartados 50% dos arquivos, selecionando os arquivos com intervalos de
1 ps, resultando no total de 3.100 arquivos. Cada um destes arquivos contém as
informacdes das estruturas 3D da macromolécula dispostas no formato PDB. Na préxima

secao sao detalhados os formatos de arquivos utilizados neste trabalhados.

2.3 Formato dos arquivos PDB e mol2

Tanto as informacdes 3D do receptor quanto as informacdes 3D do ligante,
precisam estar armazenadas em arquivos para facilitar o acesso aos dados. Além disso,
existe a necessidade destas informacbes serem lidas por diversos sistemas
computacionais. Estes fatores exigem o desenvolvimento de padrées para descrever as
informagdes moleculares em arquivos. Com isso, surgiram diversos formatos de arquivo

e, nos dias atuais, alguns formatos tém sido amplamente utilizados.

O formato de arquivo PDB é o padrdo mais utilizado para descrever estruturas
macromoleculares. Este padrdo foi criado pelo grupo responsavel pelo repositorio de
dados Protein Data Bank [28]. Este BD disponibiliza estruturas macromoleculares e é
amplamente usado pela comunidade cientifica. Com as estruturas dos ligantes ainda néo
existe um padrdo predominante, havendo muitos formatos como o mol, mol2, sdf,
flexibase, etc. A dificuldade deste trabalho em utilizar varios formatos é o tempo de
programacao necessario para recuperar as informa¢fes dos arquivos, portanto este

trabalho limitou-se a utilizar um formato para cada tipo de estrutura:

e formato PDB: formato escolhido para a macromolécula;

e formato mol2: formato utilizado para o ligante.

2.3.1 Formato do arquivo PDB

O formato de arquivo PDB é um formato de arquivo texto que descreve as
estruturas 3D das macromoléculas, apresentando uma lista dos atomos que compbe a
macromolécula e suas respectivas coordenadas atdbmicas, descrevendo a posi¢cdo no
espaco tridimensional. Este arquivo pode conter um grande cabecalho para descrever as

informacdes sobre os autores que determinaram esta estrutura da proteina e diversos
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detalhes experimentais, tais como: a resolucéo, a temperatura, o pH, o0 nimero de cristais
utilizados, etc. Um detalhe importante € que este formato possui posi¢cdes de caracteres
especificas para cada informacdo, ndo sendo os dados reconhecidos caso ocorra a
modificacdo das posicdes. A Figura 4 apresenta parte de um arquivo PDB, onde é
possivel identificar as coordenadas atbmicas de alguns atomos bem como outras

caracteristicas dos atomos.

Rotulo MNro do Tipo do Dominiodo Coordenadas

. atomo atomo residuo X ¥ z

ATOM 1 2] VAL A 1 6£.204 16.869 4,854 | 1.00 49.05 )
ATCM 2 Ch VERL L 1 £.913 17.759 4,607 | 1.00 43.14 c
ATOM 3 C VRL L 1 §.504 17.378 4,737 | 1.00 24.80 c
ATOM 4 0 VAL Y 1 §.805 17.011 5.943 ]| 1.00 37.68 o
ATCM 5 CE VAL L 1 6.369 19.044 5.810 0 1.00 72.12 c
ATOM 8 CcGl VAL L 1 7.008 20.127 5.418 | 1.00 61.79 c
ATCM 7 CcG2 VAL A 1 5.246 18.533 5.681 | 1.00 80.12 C
ATOM g 2] LET I 2 9.096 18.040 3.857 | 1.00 26.44 N
BTCM ] Ch LET B 2 10.800 17.88%9 4,283 | 1.00 26.32 C
ATOM 10 C LETO L 2 11.265 19,184 5,237 | 1.00 32.96 c
ATCM 11 0 LET L 2 10.813 20.177 4,647 | 1.00 31.90 o
ATOM 1z CE LET A 2 11.099 18,007 2.815 | 1.00 29.23 C

LN

Figura 4 - Parte da estrutura de um arquivo no formato PDB descrevendo as coordenadas 3D de
atomos que fazem parte da proteina (cédigo PDB: 4HHB). A linha do primeiro atomo acima
descreve as informacdes de um atomo de nitrogénio presente no residuo Valina na cadeia A. Os
trés primeiros nimeros de ponto flutuante sdo as coordenadas x, y e z e estdo em Angstroms. As
proximas trés colunas sdo a ocupacdo, o fator temperatura, com o nome do elemento,
respectivamente [28].

2.3.2 Formato do arquivo mol2

O arquivo texto mol2 pode ser descrito em dois formatos, sendo utilizado neste
trabalho o formato originalmente criado pela Tripos. Este formato, assim como o formato
PDB, armazena as informacg0es estruturais de pequenas moléculas como as coordenadas
atdbmicas, ligacdes entre os atomos, informagdes das subestruturas e a sua carga parcial.

A Figura 5 mostra um exemplo de uma parte de um arquivo mol2.

Um detalhe importante é a possibilidade de um anico arquivo mol2 poder conter a

descricao de diversos ligantes, fato que ocorre em alguns repositorios de ligantes.
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Tipo de Coordenadas
atomo by ¥ z
@<TRIPOS=ATOM
—) 1|1 0.6410 0.2696 1.1e05)C.ar 1 <0= -0.2462

c2 1.8276 0.9794 1.1670)C.ar 1 <0> | -0.0518
3C3 2.3309 1.4153 -0.0261) C.ar 1 <0= -0.0935
c4 1.7398 1.1372 -1.2302) C.ar 1 <0= 0.2785

@<TRIPO5S>BOND
1 1 6Gar
2 1 2ar
3 1 181
4 2 3ar
Figura 5 - Parte da estrutura de um arquivo no formato mol2 descrevendo as coordenadas 3D de
atomos que fazem parte do ligante triclosano (codigo ZINC: ZINC00002216). A linha do primeiro

atomo descreve as coordenadas atbmicas do atomo de carbono com uma carga parcial de
-0,2462 [29].

2.4 Consideracoes finais

Neste capitulo foram apresentados alguns conceitos do processo do
Planejamento Racional de Farmacos, auxiliando no entendimento de forma mais precisa
sobre as informacdes utilizadas na solucao deste trabalho. Conforme visto na definicdo
feita por Kuntz [18], o escopo deste trabalho esta inserido nas duas primeiras etapas,
sendo definida uma estrutura alvo para o estudo de caso e a pesquisa visando identificar

um conjunto promissor de ligantes candidatos a farmaco.

A molécula considerada no estudo de caso € uma molécula flexivel e, pelo fato
dos programas de docagem em geral realizarem testes considerando receptores rigidos,
tornou-se necessario a aplicacdo do método de simulacdo por dindmica molecular para

simular parte da flexibilidade natural da proteina.

Devido a grande quantidade de informacdes a ser investigada, o uso de
aplicagbes computacionais traz um ganho significativo de processamento. Para utilizar as
informacdes das moléculas de forma automatizada, € necessario compreender como as
informacdes das macromoléculas e dos ligantes estdo estruturadas dentro dos arquivos
texto. No entanto, ha muitos formatos disponiveis na literatura e, para este trabalho, foram

selecionados e explanados sobre os formatos PDB e mol2.



3- BANCOS DE DADOS DE LIGANTES

Os bancos de dados de ligantes sdo repositorios capazes de armazenar as
informacdes de pequenas moléculas. O principal motivo para o surgimento destes BD foi
a necessidade dos pesquisadores terem acesso a dados biolégicos de forma agil. Um BD
ideal € aquele que possui 0 maior numero possivel de informacgdes, prové um acesso facil
as suas informacdes, fornecem respostas rapidas as requisi¢cdes e a disponibilizacdo dos
dados é feita em formatos que sdo acessiveis por um grande nimero de sistemas de

computacéo [30].

Atualmente, existe uma grande quantidade destes BD disponiveis na comunidade
cientifica e esse numero esta crescendo consideravelmente nos ultimos anos, conforme
pode ser observado nos volumes anuais divulgado pelo Nucleic Acids Research (NAR),
gue divulga uma relacdo destes BD [31]. Embora existam muitos BD de ligantes, todos
possuem determinadas particularidades, tornando necesséaria uma analise criteriosa a fim
de compreender quais sao as propriedades moleculares armazenadas e a forma como

estas informacdes armazenadas de cada ligante sdo geradas.

Outra particularidade existente trata da forma de acesso a estes BD, que pode
ocorrer de forma publica ou privada. Os BD de ligantes privados possuem licencas com
um custo elevado, inviabilizando sua aquisicdo para muitos grupos de pesquisa [30]. Um
exemplo de BD privado € o Cambridge Structural Database, que possui atualmente cerca
de 500 mil estruturas armazenadas. Por consequéncia das elevadas licencas, muitos
grupos de pesquisa tém feito o uso de BD publicos. Existe um grande nimero de BD
publicos disponiveis e estes, por sua vez, devem ser muito bem avaliados para decidir se
a sua utilizacdo atende as necessidades da pesquisa envolvida. Inicialmente foi
investigada a qualidade dos BD de ligantes de acesso publico disponiveis e, a seguir, sdo
apresentadas algumas avaliacfes feitas buscando identificar caracteristicas que auxiliem

a elucidar qual o BD mais indicado para o tipo de pesquisa que € o foco deste trabalho.
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3.1 Avaliando os BD de ligantes publicos

Devido a grande quantidade de BD de ligantes de acesso publico disponiveis,
realizar uma leitura criteriosa com todos BD demandaria um tempo consideravelmente
longo. Por isso, na busca para definir qual o BD apresenta as caracteristicas mais
indicadas para este trabalho, foram pesquisados na literatura quais os BD mais
conceituados pelos grupos de pesquisa. A relacdo abaixo apresenta os BD de ligantes

indicados:

e ChemBank [32];

e ChemDB [33,34];

e MMSsINC Database [35];
e NCI Database [36];

e PubChem [37];

e ZINC [30].

A primeira medida criada para avaliar estes BD foi a de desenvolver um estudo
comparativo buscando identificar se os dados que estdo disponibilizados em um BD
possuem as mesmas propriedades que os dados presentes nos demais BD. Para realizar
esta andlise foram utilizados como exemplo trés ligantes considerados como potenciais

inibidores da enzima InhA.

Os parametros coletados para realizar a comparacdo sao referentes as
caracteristicas armazenadas em comum nos BD, sendo os seguintes descritores

moleculares coletados:

e coeficiente de particdo (LogP e XLogP);

e numero de doadores de ligacdes de Hidrogénio (HBD);

e numero de aceitadores de ligagdes de Hidrogénio (HBA);
e peso molecular (Mwt);

e numero de ligagdes rotacionaveis (NRB).

Para encontrar as informacgfes deste grupo de ligantes foi necesséario acessar as
ferramentas de busca de cada sitio dos respectivos BD e utilizar como chave de busca o
cédigo SMILES [38] obtido no DrugBank [39]. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam o0s
resultados das buscas feitas para as moléculas isoniazida (INH), triclosano (TCL) e
etionamida (ETH).
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Tabela 1 - Descricao das caracteristicas para a molécula isoniazida.

Banco de Dados LogP | XLogP | HBD | HBA| Mwt | NRB
CHEMBANK 1 -0,81 |-0,51 2 3 | 137139 1

ChemDB.com| 063 |08 | 3 | 3 |137139] 2

m/lg 031 | - 2 | 3 | 137142 -
NCI 081|070 | 2 | 3 137140 1

)
0;PubQhem | 070 | - 2 | 3 [137139] 1

Compound|

0,97 | - 3 | 4 [137142] 1
0,70 | - 3 | 4 [137142] 1
0,70 | - 3 | 4 [137142] 1

Tabela 2 - Descricdo das caracteristicas para a molécula triclosano.

Banco de Dados LogP | XLogP | HBD |HBA| Mwt [ NRB

CHEMBANK - arquivo em 2D
ChemDB.com| 475 | 496 | 1 | 2 |289541| 2

5,14 - 1 1 | 289,545 | -

molécula ndo disponivel

O;PubQhem | so0 | - | 1| 2 |289561| 2

Compound
5,13 - 1 2 288,545 2
5,13 - 0 2 288,537 2

Tabela 3 - Descricdo das caracteristicas para a molécula etionamida.

BananeDadns LogP | XLogP | HBD | HBA Mwt NRB
CHEMBANK 1 1,50 | 1,53 1 2 166,243 | 2

ChemDB.com| 092 | 079 | 2 1 | 166,244 | 2

m/lS 127 | - 1 | 2 |166,248 | -
152 | - 1 | 1 |166.240 | 2

O;PubOhem | 110 | - | 1| 1 |166243 | 2

Compound|
1,46 - 2 2 166,249 2
1,46 - 3 2 167,257 2

Como € possivel verificar nas Tabelas 1, 2 e 3, os ligantes avaliados

apresentaram diversas variagdes nas informacgdes fornecidas pelos BD. As principais
variacdes ocorreram no coeficiente de particdo, no numero de doadores e aceitadores de

ligacdes de hidrogénio e na informacédo sobre o nimero de ligacfes rotacionaveis. Para
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compreender a origem destas variacdes, foram pesquisados os métodos como cada um

dos BD foi populado.

Os resultados indicam que diversos BD utilizam os software da empresa OpenEye
[40] para predizer as suas coordenadas 3D e diferentes métodos para calcular os
descritores moleculares. Desta forma, possivelmente esta variacdo de métodos utilizados
pode ser a causa da diferenca dos valores encontrados, visto que a estrutura 3D do
ligante pode ser idéntica, apenas as coordenadas atdmicas em espacos 3D diferentes.
Para verificar tal teoria, foram pesquisadas as coordenadas atdomicas fornecidas por cada
BD e submetidas ao mesmo software para calcular os descritores moleculares dos
ligantes. Submeter as moléculas ao software para a avaliacdo deste processo €
temporalmente custoso. Desta maneira, foi realizado um experimento para 0S mesmos
trés ligantes utilizados anteriormente e, para cada ligante testado foram capturados os
arquivos fornecidos pelos BD em diferentes formatos (mol2, mol e sdf), conforme a
disponibilidade do sitio. Estes arquivos foram submetidos ao software Dragon [41] para

calcular as mesmas propriedades detalhadas nas trés tabelas anteriores.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os resultados obtidos do software Dragon, que
avaliou os arquivos disponibilizados pelos respectivos BD. O arquivo do ligante triclosano
do BD Chembank foi baixado, entretanto, as informacdes disponiveis estavam em 2D,
nao sendo o formato adequado para a submissdo ao Dragon. JA no BD NCI nao foi

encontrado o arquivo deste mesmo ligante.

Tabela 4 - Descrigéo das caracteristicas da molécula isoniazida no Dragon.

Banco de Dados LogP | HBD | HBA Mwt NRB

CuemBank | 081 | 3 | 4 | 137160 | 1

ChemDB.com | 081 | 3 | 4 | 137,160 | 1
_____ . 081 | 3 | 4 | 137,160 | 1
081 | 3 | 4 | 137160 1

O -
OPub@iggmnd 081 | 3 | 4 | 137,160 | 1
081 | 3 | 4 | 137,160 | 1
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Tabela 5 - Descricao das caracteristicas da molécula triclosano no Dragon.

Banco de Dados LogP | HBD | HBA Mwt NRB

CHEMBANK ot arquivo em 2D

ChemDB.com | 511 | 1 2 | 289540 | 2

511 1 2 289,540 2

-t

OsPubChem | 511 | 1 | 2 | 289540 | 2

Compound

molécula ndo disponivel

511 1 2 289,540 2

S ommerc

Tabela 6 - Descri¢do das caracteristicas da molécula etionamida no Dragon.

Banco de Dados LogP | HBD | HBA Mwt NRB

CuemBank ™ | 149 | 1 | 2 |166243| 2
ChemDB.com | 153 | 2 | 2 |1e6270| 2

1,53 2 2 | 166,270 2
(@)

OPUb©(I;‘o$mu 153 | 2 | 2 |166270| 2
ZINC 1,53 2 2 | 166,270 2
lis not commercial ] 1,42 3 1 167,280 2

Analisando as Tabelas 4, 5 e 6 nota-se que os valores dos descritores
moleculares gerados pelo software Dragon foram semelhantes. Analisando todas as
informacBes geradas da Tabela 1 até a Tabela 6 pode-se concluir que as variacfes
encontradas nas trés primeiras tabelas ocorrem devido a utilizacdo de software diferentes
para a predicdo dos descritores moleculares, o que parece tornar inadequado a utilizagao
das informacdes dos descritores moleculares de uma molécula de um BD. Contudo, uma
analise mais cuidadosa das diferencas encontradas requer um estudo mais aprofundado,
sendo necessario resgatar as fontes bibliograficas que definem os descritores e averiguar

se as diferencas sao relevantes.

Além da comparacdo para verificar a origem e o grau de semelhanca das
informacdes dispostas nestes BD, ainda é necessario avaliar o quanto as particularidades
oferecidas por cada BD podem atender as necessidades da pesquisa. Abaixo €

apresentada uma relagéo com os principais fatores avaliados:
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e disponibilidade de moléculas com estruturas 3D. A utilizacdo da técnica de
triagem virtual baseada em estrutura baseia-se na utilizagdo de moléculas
com a estrutura 3D;

e a quantidade de ligantes disponiveis. Neste trabalho a estrutura dos
ligantes € considerada rigida, assim, os BD que armazenam 0O maior
namero de ligantes, mesmo que possuam arquivos com variacées de um
mesmo ligante, tem mais chances de obter resultados promissores;

e testes de similaridade estrutural entre os ligantes. A selecdo de ligantes
similares pode auxiliar na descoberta da identificacdo de grupos de ligantes
sem possibilidade de encaixar na cavidade alvo;

e permitir baixar os arquivos de todos os ligantes disponibilizados no BD.
Desta forma, € possivel aplicar testes de forma local, acelerando o
processo de pesquisa,

e fornecer moléculas preparadas para executar em programas de docagem
molecular. Para validar os testes € necessario executar a docagem
molecular, assim o processo € mais agil quando a molécula ja possui as
cargas dos seus atomos calculadas.

Com estes fatores definidos, foi feita uma pesquisa bibliografica e também uma
verificacdo em paralelo das informacdes atuais disponibilizadas nos sitios dos BD. O

resumo desta avaliacao esta apresentado na Tabela 7.

Analisando a Tabela 7, nota-se que o PubChem é o BD que apresenta a maior
guantidade de ligantes disponibilizados e também é o Unico a informar o volume do
ligante (no entanto ndo ha qualquer descricdo indicando qual o método utilizado para
gerar o volume). O principal problema encontrado neste BD é o fato dos dados nao
estarem prontos para executar em programas de docagem molecular, gerando um grande
problema temporal. Isto impossibilita 0 uso deste BD neste trabalho, pois para executar os
testes de docagem molecular seria necessario descobrir a carga de todos os atomos para

cada ligante disponivel.

O ZINC é o segundo maior BD em quantidade de ligantes disponiveis. Possui
alguns fatores negativos como, por exemplo, ndo permitir a busca pelo nome da molécula,
obrigando seus usuarios a desenhar a molécula ou acessar outros BD para encontrar o
seu codigo SMILES [38]. Contudo, os problemas encontrados n&o inviabilizam a
pesquisa, visto que a funcdo heuristica ndo ir4 utilizar como pardmetro o nome da

molécula.
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Tabela 7 — Resumo das principais caracteristicas dos BD de ligantes pesquisados.

ChemBank| ChemDB | MMsINC| NCI PubChem| ZINC
Baixar subconjuntos sim sim sim sim sim sim
Baixar todos os dados sim sim sim sim sim
Busca por nome sim sim sim sim sim
Busca por codigo SMILE sim sim sim sim sim sim
Busca por estrutura exata sim sim sim sim
Busca por subestrutura sim sim sim sim sim sim
Busca por Descritores Moleculares sim sim sim sim sim sim
Busca por similaridade sim sim sim sim sim
Prontos para docagem?® sim
Volume sim
Quantidade de ligantes 45M 5M 4M 0,25 M 27TM 20M
Formatos de arquivos disponiveis sdf mg:iﬂégﬁ% moFI;Dsgf € mg:jzf € X':‘ASL'\éls’ o ”f‘lg!(zibzgge

M =10°

Os BD ChemBank, ChemDB e MMsINC, possuem algumas caracteristicas que
nem o PubChem e o ZINC atendem, como por exemplo, a pesquisa pelo nome do
composto (ZINC) e a pesquisa pela estrutura exata (PubChem). Em compensacao, o
namero de compostos é relativamente baixo quando comparados aos dois BD maiores,
variando de 4 até 5 milhdes de ligantes. Outros aspectos negativos sdo que o BD
MMsINC nao permite baixar todos ligantes disponiveis e o ChemDB (assim como o

PubChem), ndo permite a pesquisa de estrutura exata.

O BD NCI (National Cancer Institute) possui pouco acima de 250 mil estruturas.
Embora estes dados sejam de drogas ja existentes, o fato desta pesquisa utilizar ligantes
rigidos enfatiza muito a diferenca da quantidade de estruturas disponibilizadas entre estes
BD. Como visto na tabela, os maiores BD possuem um numero superior a 27 milhdes de
compostos, sendo possivel afirmar que este BD é bastante restrito. Assim, a quantidade
relativamente baixa de dados deste BD acaba sendo um limitador, sendo o seu uso

descartado nesta pesquisa.

% Os dados fornecidos s&o considerados como ja prontos para executar em programas de docagem quando 0s arquivos
ja contiverem os valores das cargas.
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Alguns destes BD armazenam diversos arquivos do mesmo ligante, no entanto
estes arquivos apresentam variagbes da composicdo ou da estrutura. As diferentes
estruturas 3D do mesmo ligante sdo obtidas a partir dos angulos de rotacéo. Testar estas
diferentes conformag¢des € uma forma de considerar parte da flexibilidade do ligante,
necessario diante deste trabalho que considera os ligantes rigidos. Em testes € possivel

encontrar ligantes que nao encaixam em uma conformacéo e em outra ser aprovada.

Estabelecendo uma relacdo entre as caracteristicas de cada BD com as
necessidades da pesquisa a ser desenvolvida, todos apresentaram caracteristicas
positivas e negativas. Entretanto, os critérios apresentados sugerem o BD ZINC, que foi
escolhido para o desenvolvimento desta pesquisa. A proxima secdo apresenta detalhes
do BD escolhido.

3.2 Caracterizagcdo do BD de ligantes ZINC

O ZINC é um BD publicado em 2005 e que estd em constante atualizacao,
estando atualmente na versdo 11. Este BD disponibiliza uma quantidade superior a 20
milhdes de moléculas [6] e, por ter uma quantidade elevada de dados, foram criados
diversos subconjuntos para facilitar o acesso dos pesquisadores a dados mais
especificos. Cada subconjunto obedece a uma série de regras de filtragem dos ligantes
gue disponibiliza. Abaixo s&o descritos os principais subconjuntos:

e Lead-like: baseado nas regras de Teague et al. [42] para identificar
compostos lideres;

e Fragment-like: as regras deste subconjunto séo descritas em Carr et al.
[43];

e Drug-like: baseado na “regra dos 5" de Lipinski [10], mas possui muitos
compostos que séo excecoes;

e All-purchasable: subconjunto que possui todas as moléculas que podem
ser adquiridas de fornecedores;

e Everything: subconjunto com todas as moléculas, até as moléculas que
nao podem ser adquiridas.

Caso 0 usuario ndo encontre um subconjunto que atenda suas necessidades, 0

ZINC permite que o usuario crie seus proprios subconjuntos para testar os experimentos,
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ficando disponivel por um periodo de uma semana. Outra facilidade criada pelo ZINC é
gue para cada subconjunto estdo disponibilizadas as informacdes sobre o numero de
moléculas similares, classificando os grupos em 60%, 70%, 80% e 90% de acertos com a
similaridade de Tanimoto [44].

Um dos objetivos desta investigacéo foi de identificar qual a origem dos dados
armazenados no ZINC. Os ligantes criados para popular este BD foram gerados através
da aplicacdo de um conjunto de software da empresa OpenEye [40]. Estes software
coletam as informagdes das estruturas 2D, no formato SDF, de fornecedores de
pequenas moléculas e, utilizando a predicéo, entregam as informacdes das estruturas 3D
como resultado. Por ultimo, foi utilizado o software CORINA para calcular as propriedades
fisico-quimicas das moléculas que sdo o peso molecular, as energias de solvatacéo polar
ou apolar, a area de superficie polar, o nimero de atomos aceitadores ou doadores de
Hidrogénio, o niumero de ligacdes rotaveis, o coeficiente de particdo e a carga do atomo
[44].

ApOs identificar as propriedades fisico-quimicas é feita uma selecdo descartando
os ligantes que apresentem valores acima dos determinados pelos administradores de

BD. A Tabela 8 apresenta as principais restricdes deste BD.

Tabela 8 - Os ligantes que satifazerem algum dos requisitos desta tabela serdo descartados pelo
BD ZINC. Existem algumas excec¢fes, por exemplo, para incluir drogas reais que violam estas
restricdes [30].

Propriedades RestricGes
Peso molecular > 700 g/mol
LogP >6 ou <-4
N° de doadores de H >6
N° de aceitadores de H >11
N° de ligagdes rotacionaveis >15
. . ualquer atomo sem ser:
Tipo de atomo H,%, Nc,] O,F, S, P,ClBroul

O sitio deste BD disponibiliza uma ferramenta de pesquisa online para consultar

os dados armazenados. Caso encontre a molécula procurada, € possivel baixa-la nos
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formatos de arquivos mol2, sdf e Flexibase. Se a busca € por um conjunto de moléculas,
ha uma série de filtros de propriedades fisico-quimicas para especificar o conjunto. Para
realizar uma busca por moléculas similares, € necessério inserir o codigo ZINC, ou inserir
o codigo SMILES, ou desenhar a molécula no editor molecular. Uma recente atualizacao
da ferramenta de pesquisa permitiu a escolha de alguns valores de similaridade (Figura
6).

Em sintese, este BD armazena as informacgfes sobre as coordenadas atdmicas,
as cargas atbmicas parciais de cada elemento quimico, as nove propriedades fisico-
guimicas (ver a Figura 6), dados sobre os fornecedores das moléculas e uma série de
atributos de identificacdo da molécula. Estes atributos sdo tanto cédigos de padrbes
internacionais para designar as moléculas (SMILES e SMARTS), quanto os cddigos do
proprio BD para identificar as moléculas.

—Structure
\w/ from editor \m/ ‘©HD"3’" X "*H = H ” ® " | Add group =]
5
EERROEVAE R |
LCl
Similarity Value: m
99% similar [o]
@ 90% similar e
80% similar =
70% similar Ll
Best Match — No Threshold LF |
Substructure Search [
o]
|
Use Java Editor =
LX]
SMILES Beautify Clear
— Properties —Zinc I
Subset {SelectPreset |
‘L:azcukreese i Zinc Codes Run Query
Fragment Like
Drug Like All
= Net Charge <
= xLogP =
SRR eatbielHonE RS or upload a list of Zinc codes
= #H-Donors < | Selecionar arquivo_ | Zinc
= #H-Acceptors <
< Polar Desolvation < Availibility
= Apolar Desolvation =
< Polar Surface Area <
< Molecular Weight < Clear Al

Figura 6 - A ferramenta de busca do BD ZINC permite visualizar algumas propriedades fisico-
guimicas armazenadas por este BD. Pode-se observar também o aplicativo Java que permite
desenhar a estrutura molecular. Recentemente esta ferramenta pemitiu a possibilidade de
pesquisar diretamente nos subconjuntos e também de escolher o percentil da similaridade de
Tanimoto [6].
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3.3 Consideracgdes finais

Neste capitulo foi possivel identificar as principais particularidades envolvendo os
BD de pequenas moléculas. Detalhadamente, foi apresentada uma comparacao
enunciando os aspectos positivos e negativos das caracteristicas de cada BD diante das
necessidades desta pesquisa. Ao final desta avaliacao, ficou constatado que o BD ZINC é
0 mais indicado para ser utilizado neste trabalho. Como apresentado anteriormente, este
BD possui a segunda maior quantidade de pequenas moléculas curadas dentre todos os
BD de pequenas moléculas, 0 que torna este BD muito promissor para se encontrar
farmacos. Como um aspecto negativo, possui o fato de ndo permitir a busca pelo nome da
molécula, obrigando seus usuarios a desenhar a molécula ou acessar outros BD para
encontrar o seu codigo SMILES. No entanto, este problema nao interfere na selecéo de
ligantes, ja que a funcdo heuristica ndo ira utilizar o nome do composto como parametro

de selecdo.



4- DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES GEOMETRICAS DA
CAVIDADE ALVO CONSIDERANDO O MODELO FLEXIVEL

Neste capitulo é definida a cavidade alvo da molécula em estudo, fazendo uma
descricdo de a sua importancia biolégica na busca de novas solucdes capazes de inibir
esta enzima. Definida a cavidade de interesse, & necessario identificar as suas
propriedades geométricas, sendo necessario realizar uma avaliacdo da estrutura 3D. Esta
avaliacdo da cavidade alvo ndo pode considerar somente uma Unica conformacéo, pois
devido a flexibilidade natural da molécula, provavelmente, deve ocorrer alteracdes na
estrutura 3D da cavidade alvo ao longo da trajetéria. Portanto, a avaliacdo desta cavidade

deve ser acompanhada durante todo o modelo flexivel.

Para fazer a avaliacdo da estrutura 3D de uma conformacgéo foram pesquisados
na literatura alguns dos principais programas capazes de identificar cavidades em uma
molécula. Estes programas, além de indicar as cavidades encontradas, também informam
0s atomos que delimitam estas cavidades. Devido ao fato deste estudo rastrear uma
cavidade especifica, foi necessario desenvolver métodos computacionais capazes de
identificar esta cavidade de forma automéatica. A dificuldade aumenta quando se considera
a flexibilidade da enzima, tornando necessario localizar a cavidade alvo em todas as
conformacdes, o que acaba gerando um grande volume de dados a ser processado e

analisado.

4.1 A cavidade alvo: o substrato do complexo InhA-NADH

Inicialmente, esta pesquisa buscou identificar as propriedades da regido do sitio
ativo da enzima InhA com base nas informacdes disponibilizadas em Schroeder et al. [30].
Contudo, as primeiras analises das cavidades do sitio ativo apresentaram um grande
volume, chegando algumas conformacées a apresentar volumes superiores a 1.900 A3, A
Figura 7 apresenta um acompanhamento do volume durante a dinAmica molecular (DM).
A fim de avaliar o tamanho desta cavidade em relacdo aos ligantes disponiveis nos BD,
foram pesquisados 20 ligantes com estruturas consideradas volumosas no BD ZINC.

Utilizando o Swiss-PDBViewer [16], um software de visualizacdo de moléculas, foi
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verificada manualmente a possibilidade de encaixe entre o receptor e os ligantes em
algumas conformacdes da DM. O resultado indicou que somente 2 ligantes ndo teriam
possibilidade de encaixe. Desta forma, concluimos que o uso de uma cavidade com estes
volumes nao resultariam em solucdes satisfatérias, visto que a cavidade alvo apresentou

constantemente valores elevados de volume, o que ndo restringiria muitos ligantes.
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Figura 7 - Andlise do volume da cavidade do sitio ativo do modelo flexivel da InhA geradas com o
CASTp [45]. O volume da cavidade é mostrado em fungdo da conformacgdo no instante ao longo
da trajetéria da simulag&o por DM [14]. A média dos volumes obtidos durante toda trajetéria foi de
1.647 A3 (amarelo), valor bastante similar ao volume da estrutura cristalina (codigo PDB: 1ENY)
de 1.657 A3 (vermelho).

Devido a ocorréncia deste problema, buscou-se uma cavidade alvo com volumes
inferiores ao sitio ativo da enzima apresentada em [14]. Aliado a esta necessidade, um
estudo apresentado em Quémard et al. [46] mostrou que através da formacédo de um
complexo InhA-NADH é possivel encontrar ligantes que tornem a enzima InhA inativa.
Além disso, também é possivel encontrar na literatura casos de potenciais farmacos como
isoniazida, etionamida e triclosano que atuam interferindo nas ligacbes covalentes entre a
enzima e o NADH, impedindo a formacdo do complexo [14]. Desta forma, pesquisar
novos métodos focados nesta cavidade do substrato contendo o complexo InhA-NADH

pode resultar em conjuntos promissores de candidatos a farmaco.

Em 1999 foi disponibilizada no Protein Data Bank uma estrutura cristalina da InhA
com o cofator NADH e um ligante analogo da cavidade do substrato (codigo PDB: 1BVR)
(Figura 8) [47]. As chances de resultados promissores séo reduzidas quando somente sao

consideradas as estruturas cristalograficas, devendo ser feito um acompanhamento da
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flexibilidade para identificar as possiveis variacdes da cavidade do substrato.

porgéo lipidica Analogo do
substrato

C4do anel
nicotinamida

NADH

Figura 8 — Cofator NADH e um ligante analogo a cavidade do substrato extraidos da estrutura
cristalografica da 1BVR. Em verde esta a regido do ligante analogo a cavidade do substrato e, em
azul, a regido ocupada pelo NADH. Nota-se que a regidao do substrato é esta situada logo acima
do anel da nicotinamida do NADH [14].

Para criar os arquivos contendo as informacdes do complexo InhA-NADH foi
necessario executar o PTRAJ (software pertencente ao pacote AMBER) para armazenar
as informacBes da trajetéria em arquivos texto no formato PDB [26]*. Desta forma, foi
criada uma simulacédo de 3.100 ps com intervalos de 1 ps para cada captura, resultando

em um total de 3.100 arquivos.

4.2 Identificando os atomos que determinam a estrutura da cavidade alvo em cada

conformacéao

Um grande desafio enfrentado atualmente € a determinagdo da estrutura 3D da
cavidade alvo em uma DM. Descobrir os limites desta cavidade é importante para
identificar se as dimensdes da cavidade possibilitam ou ndo o encaixe de um determinado
ligante dentro deste espaco 3D. Este passo é fundamental e sua analise deve ser

bastante criteriosa para definir as propriedades geométricas das cavidades, ja que a

% Para realizar este processamento do complexo InhA-NADH feito no PTRAJ contei com o auxilio

de colegas do Laborat6rio LABIO.
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determinacdo desta estrutura de forma errdbnea podera acarretar diversos problemas na

classificacao dos ligantes.

Conforme o funcionamento de alguns algoritmos de docagem é possivel que um
determinado ligante consiga uma boa docagem em uma Unica conformacdo da DM e,
mesmo com apenas um resultado, obter uma o6tima classificacdo. Neste sentido, devem-
se considerar todos os ligantes que tenham pelo menos uma solucdo de encaixe com a

cavidade alvo, desenvolvendo um processo que avalie todas as variacdes da cavidade.

Para identificar os atomos que delimitam a cavidade alvo, é necesséaria uma série
de etapas que vai desde encontrar a cavidade alvo corretamente durante a DM até
identificar quais atomos determinam esta cavidade em cada conformacdo. Os subitens a

seguir apresentam o0s principais passos.

4.2.1 Programas que identificam cavidades moleculares

Atualmente existem diversos programas disponiveis na literatura capazes de
identificar regides de cavidades em macromoléculas utilizando critérios baseados na
geometria. Entre os programas mais citados estdo o CASTp [45], VOIDO [48], APROPOS
[49], pvSOAR [50] e o SURFNET [51]. Dentre estes, o CASTp foi definido como o
programa a ser utilizado neste trabalho devido a experiéncia de uso desta ferramenta e
pela metodologia abordada. O CASTp € um programa online e, devido ao tempo
necessario para a comunicacdo de rede, 0s processos acabam tornando-se mais
demorados que os programas com funcionamento no préprio computador. Entretanto, o
fato de disponibilizar o acesso ao cédigo fonte da pagina dos resultados tornou-se uma
consideravel vantagem em relacdo aos demais programas. Esta pagina de resultados

permite 0 acesso a informagéo de todas as cavidades de forma bastante estrutura.

Os principais objetivos do CASTp sdo o de possibilitar os estudos das
caracteristicas da superficie e das regides funcionais das proteinas. Parte deste processo
trata da identificacdo de todas as cavidades presentes no receptor. Aléem disso, ele
também apresenta todos os atomos que delimitam as cavidades e, por fim, disponibiliza a
medidas do volume e da area de cada cavidade [45]. Para encontrar as cavidades, 0
programa é baseado no método alpha-shape desenvolvido por Edelsbrunner and Micke

[52], e utiliza tanto o modelo da superficie acessivel ao solvente desenvolvido por Richard
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[53], quanto o modelo da superficie molecular desenvolvido por Connolly [54]. A Figura 9

apresenta o comportamento do modelo desenvolvido por Richard.

Exterior

Area acessivel: R, }

— Areaacessivel: R, 43
§ — Limite:R 43

=== Limite:R, ,z

Interior

D volume Van der Waals D + Dvolume néo acessivel R, , 2 D + D + D volume néo acessivel R4 3

Figura 9 — Exemplo do modelo de superficie acessivel ao solvente desenvolvido por Richard. O
raio de 1,4 A representa o raio do solvente (molécula de agua). Nota-se que o volume no
acessivel ao solvente é a area considerada como o volume da molécula. Também é possivel
perceber que quanto maior o raio de prova, menor sera a area acessivel a molécula. Adaptado de
Voss and Gerstein [55].

O processo para pesquisar cavidades de uma molécula no CASTp € bastante
intuitivo. Existem duas possibilidades de submeter o arquivo em um receptor. A primeira é
guando o arquivo do receptor esta depositado no Protein Data Bank, para isso, basta
informar o codigo PDB e o CASTp ira recuperar os dados diretamente do sitio. A segunda

possibilidade é submeter ao sitio um arquivo PDB.
O resultado pode ser gerado de 3 formas:
e visualizador molecular Jmol: é a op¢éo padrdo do site para visualizar as
cavidades no proéprio sitio.

e plugin Chime: € um plugin para navegador semelhante ao item anterior.

e e-mail: sédo enviados 5 arquivos contendo as informacdes das cavidades
para o e-mail informado e nenhuma visualiza¢do aparece no sitio.
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A Figura 10 apresenta a interface do CASTp exibindo o resultado da consulta da
estrutura cristalogréfica (cédigo PDB:1ENY) da enzima InhA utilizando o visualizador

Jmol.
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Figura 10 - Tela de resultado da pesquisa do CASTp utilizando o visualizador Jmol para exibir a
estrutura 3D da molécula. Na tabela sdo exibidas as informagbes do codigo gerado pelo
programa, da area e do volume de cada cavidade. Sao exibidas duas cavidades da molécula InhA
(cédigo PDB: 1ENY), em verde a cavidade 40 e, em azul escuro, a cavidade 39.

O tempo utilizado desde o processo de abertura do sitio e da submissdo da
molécula, somados com 0 tempo necessario para o processamento dos calculos,
resultam em aproximadamente 30 segundos. Como visto anteriormente, um receptor
flexivel pode contabilizar milhares de conformacdes. Deste modo, realizar esta tarefa
manualmente para todas as conformac¢des de um modelo flexivel é oneroso, além da
grande possibilidade de ocorrer falha humana durante a execucdo do processo. Além
disso, cada conformacédo pode conter dezenas de atomos delimitando a cavidade.

Com estas adversidades, a solucdo encontrada para agilizar este processo foi
desenvolver um programa para automatizar a submisséao de cada arquivo PDB da DM do

receptor no CASTp e recuperar as informagdes geradas.
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4.2.2 Desenvolvimento de um algoritmo para a automatizacdo da pesquisa das
cavidades moleculares de uma DM no CASTp.

Para automatizar o processo de submisséo e recuperacdo das informacdes do
modelo flexivel no sitio do CASTp, foi desenvolvido um conjunto de programas
computacionais. Devido a complexidades deste processo, foram utilizadas linguagens de
programacao Ruby e C. O algoritmo em linguagem Ruby [56] submete os arquivos PDB
do modelo flexivel ao sitio do CASTp e realiza a recuperacdo dos dados, salvando o
cbdigo fonte da pagina gerada como resultado. O algoritmo em linguagem C pesquisa 0s
dados salvos em formato textual e recupera as informacdes da cavidade alvo de cada
conformacao. A seguir é feita uma descricdo das etapas desenvolvidas:

e 19 para cada arquivo PDB deve haver um programa em Ruby, que vai
realizar a abertura do navegador, acessar o sitio do CASTp informando o
nome do arquivo PDB e o raio de prova a serem submetidos. Apos, ira
salvar o codigo fonte do resultado em arquivo texto.

e 20 para gerar todos os arquivos Ruby do modelo flexivel foi criado um
programa em linguagem C que pesquisa o diretério contendo a DM e gera
0s respectivos arquivos Ruby das conformacfes. A seguir, 0 programa
comeca a execucdo de todos os arquivos Ruby, submetendo os arquivos
PDB ao CASTp e gerando os arquivos texto com os resultados da
consulta.

Durante o processo de captura dos dados do sitio podem ocorrer problemas que
inviabilizam a captura dos dados de forma correta. Deste modo, foi desenvolvido um
programa de verificacdo da corretude dos arquivos texto gerados. Para cada arquivo PDB
é feita uma pesquisa do arquivo texto correspondente, testando a inexisténcia ou a
incompletude dos dados. Em ambos 0s casos, 0 programa executa 0 processo de
submissdo ao sitio do CASTp, armazenando em log o diagnostico dos problemas

encontrados.

Com todos os arquivos da DM verificados, comeca-se 0 processo de captura das
informacdes do volume, da area e dos os atomos que delimitam a cavidade alvo. A Figura

11 apresenta a estrutura de um arquivo texto recuperado do CASTp. E possivel observar
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que as variaveis area_ms, vol_ms e pockets[*]> sdo vetores que armazenam as
informacdes das areas, dos volumes e dos atomos delimitadores das cavidades,
respectivamente. Como as informacfes das cavidades estdo dispostas em ordem
crescente, podemos concluir que os ultimos valores de cada vetor contem as informacgdes

da cavidade com maior volume.

Quando os dados referentes a cavidade alvo sdo encontrados, ocorre 0
salvamento destes dados em seus respectivos arquivos PDB, atribuindo rétulos que néo
inviabilizem o uso dos arquivos PDB por outros programas. Entdo, cada arquivo PDB é
aberto e, apoés a ultima linha do arquivo é inserida a palavra END. A partir deste ponto, as
informacdes salvas serédo as obtidas do CASTp. Em cada arquivo PDB séo adicionadas
as informacdes do volume, da &rea e dos atomos que delimitam a cavidade alvo. Das
informacdes dos atomos delimitadores da cavidade alvo apenas o numero da cavidade
nao € transposto para o arquivo PDB. Na Figura 12 € possivel observar as informacdes

geradas pelo CASTp e salvas dentro de um arquivo PDB da DM.

<html><head>
<!-- ==
Javascript and php script for webpage initialization

P 2 3 & 3 2 2 3 3 3 & 3 % 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 %2 3+ % 2 3 3 3 3 3 3 2 3 % 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 32 2 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 }§ -
<scr1ﬁt Tanguage="javascript">
var chains = new Array();
var sequences = new Array(),
var se numref = new Array();
chains[0] = '
seqnumref [0] = new Array

o oty o : 3 ey S ok .'7'.'8','9','10','11','12' ’13'.'14','15','16'.'17'.'18'
s34 035" . 36" . 3/ ,'38',’39','40'.'41'.'42','43 44 g 45','46'.'47','48'.'d9','
547, 255" . 256", 251" 258'.'259','260','261'.'262 '263° ,°264" ., 265", 266" ; 267"
sequences[o] = new Array
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p'.'v','A'.'K'.‘T'.'v'.'c et .’ S i s bt " Re
area_ms = new Array
(17.8,13.2,27.8,25.1,26.9,28.3,27.1,28.7,26.9,9.5,3.7,14.3,27.5,11.0,18.1,32.7,26
,47.5,54.6,52.9,47.3,114.7,45.6,80.9,65.7,85.3,87.3,123. 3,266.2,269. 4 1118 01,
vol_ms = new Array "
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3S34029464961852958162810022132.1870356?
annpocketAtoms = new Array();
annpockets = new Array();
annPockets[0]=0;
annResidues = new Array();
pockets = new Array(),
pockets[0]=new Array('l ALA 243 CB 3636','1 ILE 257 CG2 3842','l LEU 244 CD2 3655
pockets[1]=new Array('2 ASP 149 CA 2234',°'2 ASP 149 OD1 2240','2 GLU 168 OE2 2534
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pockets[AS] new Array('46 ALA 190 CB 2868','46 ALA 190 0 2873','46 ALA 197 C 2979
EPSSPTIRSNIG ALA 205 CB 3072','46 ALA 21 N 300' , 46 ARG 194 CD 2924",'46 ARG 42 C

Figura 11 - Parte de um arquivo contendo o cddigo fonte da pagina de resultado do calculo das
cavidades do programa CASTp. As informag8es sublinhadas representam a &rea, o volume e a
variavel que contem os atomos que delimitam a cavidade com maior volume.

% Sendo * um valor numérico inteiro maior ou igual a 0.
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ATOM 4072 N6A NAH 269 0.338 13.032 1.313 0.00 0.00
ATOM 4073 H61NAH 269 1.046 13.621 0.899 0.00 0.00
ATOM 4074 H62NAH 269 -0.467 13.449 1.759 0.00 0.00
ATOM 4075 N1A NAH 269 1.776 11.366 0.970 0.00 0.00
ATOM 4076 C2ZANAH 269 2.164 10.114 1.203 0.00 0.00
ATOM 4077 H2ZA NAH 269 3.098 9.823 0.746 0.00 0.00
ATOM 4078 N3A NAH 269 1.538 9.167 1.893 0.00 0.00
ATOM 4079 CAANAH 2869 0.356 9.590 2.429 0.00 0.00
END

AREA_CAVIDADE 469.20

VOLUME_CAVIDADE 582.00

ATOM_CAVIDADE ALA 197 C 2979

ATOM_CAVIDADE ALA 197 CB 2975

ATOM_CAVIDADE ALA 197 O 2980

ATOM_CAVIDADE GLN 99 CA 1509

ATOM_CAVIDADE ILE 201 CA 3021

ATOM_CAVIDADE ILE 201 CB 3023

ATOM_CAVIDADE ILE 201 CG2 3025

ATOM_CAVIDADE ILE 201 N 3019

Figura 12 - Parte de um arquivo PDB de uma conformacdo da DM alterado pelo programa de
recuperacdo das informag¢des do programa CASTp gerado neste trabalho. Apos as linhas que
contém o rotulo “ATOM” sao as linhas gravadas pelo programa de recuperacao descrevendo a
area, o volume e quais sdo os atomos que o CASTp determinou como sendo os delimitadores da
cavidade alvo.

Para finalizar, ainda é necessario encontrar a estrutura da cavidade alvo e extrair
as informacdes de todos 0s arquivos textos da pagina de resultado do CASTp e adicionar
estas informacgBes nos respectivos arquivos PDB da DM. Andlises estatisticas revelam
gue, na maioria das vezes, a cavidade com o maior volume é a cavidade do sitio ativo.
Além disso, estudos empiricos tém comprovado a ocorréncia do sitio de ligacéo
pertencendo a maior cavidade encontrada da proteina [57,58,59]. No entanto, ja existem

alguns casos de excegoes relatadas em Liang et al. [60].

Visando observar o comportamento da cavidade do sitio ativo, foram capturadas
as informacbes do sitio ativo da DM apresentada em Schroeder et al. [14].
Aproximadamente 150 conformacdes foram testadas manualmente e, para todos os
casos testados, a proteina InhA apresentou sempre a cavidade com o maior volume como
sendo a cavidade do sitio ativo. A Figura 7, que apresenta o volume da cavidade do

substrato, foi gerada a partir desta avaliacéo.

Embora os testes tenham comprovado a eficacia em determinar a cavidade do
sitio ativo, a mesma teoria ndo foi valida quando a pesquisa foi feita no modelo flexivel

buscando identificar a cavidade do substrato. Neste caso, a teoria para este
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comportamento estd no fato de que a cavidade do substrato € apenas uma parte da
regido do sitio ativo da InhA. Desta forma, buscar somente a cavidade com o maior
volume de cada conformacdo foi um erro. Para conseguir identificar a cavidade do
substrato foi necessario pesquisar uma estrutura cristalografica e desenvolver uma

heuristica especifica para este problema.

4.2.3 Heuristica desenvolvida para identificar a cavidade do substrato durante a

simulacdo da DM

No sub-capitulo 4.1 foi apresentada a estrutura cristalografica da InhA com o
cofator NADH e um anélogo do substrato (cédigo PDB: 1BVR) [47]. Este analogo do
substrato identifica o sitio de ligacdo de interesse desta pesquisa. Portanto, para
desenvolver uma funcéo heuristica capaz de identificar a cavidade do substrato durante a
simulacao da flexibilidade, foram pesquisados os residuos que delimitam a fronteira com o
analogo do substrato da estrutura cristalogréfica 1BVR. Assim, o arquivo PDB foi editado
sendo retirados os dados referentes ao ligante analogo do substrato. Este arquivo editado
foi submetido ao CASTp e todos os residuos que determinaram a cavidade do substrato

foram identificados.

Para compor a funcdo heuristica também €& necesséario observar o fato da
cavidade do substrato estar situada acima do cofator NADH, mais especificamente
utilizando o anel da nicotinamida do NADH como base da cavidade. A Figura 8 e a Figura
13 mostram exatamente o anel da nicotinamida do cofator NADH sendo a base da

cavidade alvo.

Baseada nos critérios citados nos dois paragrafos anteriores, a fungdo heuristica
foi desenvolvida utilizando um sistema de pesos. Onde é atribuido o peso 1 para cada
ocorréncia dos atomos pesados que formem os residuos que determinam o analogo do
substrato na estrutura cristalina e, o peso 3, para cada ocorréncia dos atomos

pertencentes ao anel da nicotinamida do NADH.
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Figura 13 — Estrutura modificada da 1BVR sem o analogo do substrato. (a) A seta aponta o anel
da nicotinamida do cofator NADH. (b) Visualizagdo da cavidade do substrato feita no CASTp.
Observa-se que o volume do substrato disponivel esta situado bem acima do anel da nicotinamida
do cofator NADH.

A Tabela 9 descreve os residuos e o numero destes residuos que compfe a
funcdo heuristica. A tabela também descreve o peso atribuido a cada atomo pesado
destes residuos selecionados. Um particularidade do CASTp é selecionar somente
atomos pesados para determinar as cavidades, devido estes atomos possuirem um raio
maior. Desta forma, a maior pontuacéo que pode ser atingida por uma cavidade que seja

determinada por todos estes atomos € de 195 pontos.

Tabela 9 - Residuos que delimitam a cavidade do substrato na estrutura cristalina 1BVR e o
cofator NADH, que foram utilizados na fungéo heuristica para encontrar a cavidade do substrato
no modelo flexivel.

[o] A [o] A
Residuos/Cofator Peso de N° de atomos N°de atomos

cada atomo no total de pesados
GLY 96 1 6 4
PHE 97 1 20 11
MET 98 1 17 8
GLN 100 1 17 9
MET103 1 17 8
GLY 104 1 7 4
PHE 149 1 20 11
MET 155 1 7 8
PRO 156 1 14 7
ALA 157 1 10 5
TYR 158 1 21 12
MET 161 1 17 8
PRO 193 1 14 7
THR 196 1 14 7
ALA 198 1 10 5
MET 199 1 17 8
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ALA 201 1 10 5
ILE 202 1 19 8
LEU 207 1 19 8
GLN 214 1 17 9
ILE 215 1 19 8
LEU 218 1 19 8
NADH 3 80 9
TOTAL DE PONTOS POSSIVEIS 195

Ao final da execuc¢éo do algoritmo desenvolvido para esta funcdo heuristica, cada
conformacgdo do modelo flexivel resultou em um conjunto de cavidades com um eescore
atribuido, resultado do somatério dos pesos. A cavidade que apresenta 0 maior eescore,
é a cavidade definida como a cavidade alvo da conformacédo. A Tabela 10 apresenta parte

de um arquivo com os resultados da avaliacao das cavidades.

Tabela 10 — Visualizacdo das informagfes captadas do algoritmo desenvolvido para a fungéo
heuristica de sele¢cdo das cavidades alvo do modelo flexivel. A tabela apresenta os resultados das
trés primeiras conformacdes do modelo flexivel, exibindo as cavidades definidas como cavidade
alvo e seus respectivos eescores.

Conformagdo | Cavidade | Eescore Atomos que atribuiram peso para a cavidade
38 3 4013
1 43 16 1458 | 1472 | 2346 | 2348 | 4009 | 4017 | 4019 | 4018
42 6 4013 | 4011
2 44 17 2330 | 2346 | 2348 | 2361 | 2882 | 4017 | 4024 | 4019 | 4018
45 6 4013 | 4011
3 46 14 1451 | 1458 | 2327 | 2346 | 2348 | 4017 | 4019 | 4018

Percebe-se que a conformacdo 2 apresentou duas cavidades com atomos da
regido de interesse (42 e 44). Destas, a conformagéo 44 foi definida como a cavidade

alvo, atingido o maior eescore desta conformacao.

Para verificar a eficiéncia da heuristica, foram testadas aproximadamente 200
conformacdes no CASTp. Em todas as conformacdes verificadas, a cavidade alvo
definida tinha como base o anel da nicotinamida do cofator NADH. Entretanto, a regido da
cavidade alvo apresentou diversas fragmentacdes e, por questbes de pesquisa, este
trabalho busca cavidades com uma estrutura semelhantes a cavidade do substrato da
estrutura cristalografica. A Figura 14 demonstra duas conformacdes onde aparece

claramente a regido da cavidade alvo dividida em duas ou mais cavidades.

Devido a este problema, foi necessario investigar novas formas de capturar as

informacgdes da cavidade alvo, a fim que esta n&do estivesse fragmentada. Com isso, foi
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feita uma avaliagdo dos parametros utilizados pelo programa CASTp para calcular as
cavidades e, observou-se que este programa utiliza o raio de prova com um padréao de 1,4

A, que é o valor do raio da area acessivel a superficie da molécula pelo solvente agua.

Este trabalho busca identificar a maior superficie acessivel por &tomos, que
devido a utilizacdo de um raio menor que o raio do solvente, certamente a area acessivel
a superficie serd maior que a area acessivel da molécula de agua. A Figura 9 demonstra

um exemplo da &rea de superficie acessivel de dois raios diferentes.

Jmol
(a) (b)

Figura 14 — Nas conformagbes 1.942 (a) e 2.180 (b), as cavidades do substrato foram
fragmentadas em diversas cavidades pelo CASTp. E possivel constatar que devido a flexibilidade
da molécula, nas conformac¢des acima ocorreu um estrangulamento da cavidade do substrato,
fragmentando a cavidade alvo.

Deste modo, foi feita uma pesquisa procurando o menor raio de van der waals,
cujos valores dos raios foram baseados na tabela de Bondi [61], com excec¢do do atomo
de hidrogénio, que foi baseado em Rowland and Taylor [62]. O menor raio encontrado foi
de 1,09 A, correspondente ao atomo de Hidrogénio. Desta forma, este raio foi adotado

como o raio de prova utilizado no sitio do CASTp.

A aplicacdo de todas as etapas novamente utilizando o raio de prova 1,09 foi um

processo demorado, mas além de contribuir aumentando a area acessivel da superficie,
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este processo também resolveu muitos casos de conformacdes que tinham a cavidade do
substrato fragmentada. O sub-capitulo 4.3 aborda a pesquisa por cavidades possuam
semelhanca com a cavidade do substrato da estrutura cristalografica da 1BVR,
descartando as conformacbes que ainda possam ter sua cavidade do substrato

fragmentada.

4.3 Definindo o conjunto de snapshots

Apos aplicar a funcdo heuristica para encontrar as cavidades alvo, foram
avaliadas manualmente as informacBes de, aproximadamente, 300 conformacdes

verificando as variacdes do volume e do escore, resultado da funcéo heuristica.

Esta avaliacdo possibilitou a criagdo de critérios para identificar 0 comportamento
das regidoes da cavidade alvo que estavam fragmentadas. Desta forma, para restringir o
conjunto de conformacdes a ser utilizado no desenvolvimento da funcéo heuristica a fim
de filtrar os ligantes deve-se descartar as conformacfes que apresentam a fragmentacao
da cavidade alvo. A regra define que todas as cavidades que possuem um volume inferior
a 290 A3 ou que possuem seu escore abaixo de 18 pontos tem sua cavidade alvo
fragmentada, devendo ser descartadas. Ao final, foram descartadas 1.461 conformagdes,
restando 1.639 conformacdes (equivalente a 52,87%). Esta representacao foi chamada de

modelo do receptor completamente flexivel.

4.4 Problemas enfrentados

Além dos problemas ja citados no decorrer deste trabalho, este sub-capitulo
explica um problema pontual enfrentado no desenvolvimento dos algoritmos deste
capitulo. Por ser um problema paralelo as fungbes desenvolvidas referentes ao foco

principal, o problema € descrito nesta se¢ao para ndo prejudicar a fluéncia dos passos.

4.4.1 Realinhamento das informacdes geradas pelo PTRAJ

Como visto anteriormente, o CASTp realiza a leitura de arquivos no formato PDB
e variacOes deste formato (sem ser no cabecalho) podem gerar distor¢bes nos resultados.
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Os arquivos submetidos ao CASTp foram gerados pelo PTRAJ, software do pacote

AMBER responsavel por gerar os arquivos PDB da simulacéo por DM.

Analisando os arquivos de saida do PTRAJ, percebe-se que os nomes dos
atomos dos receptores foram mantidos idénticos aos contidos na estrutura cristalografica.
Entretanto, os nomes dos atomos do NADH ficaram diferentes, de forma que o CASTp

nao identificou estas estruturas, gerando diversos erros.

Para solucionar este problema foi feita uma sobreposicdo da estrutura
cristalografica com uma conformacdo gerada pelo PTRAJ para identificar os atomos
correspondentes (Figura 15). O resultado desta sobreposi¢éo resolveu o problema, sendo

criado um programa para realizar a conversao em todos 0s arquivos.

PDB
O7N
oA
N7N
C7N
O1N
oza A Qs CaN
PN - CaN
058
C5B 05D 02D
O2N 55
NTN CSN
04148
caD CBN
50 C1D
o O
03D

HSN

HON

Figura 15 — Visualizacdo de parte da estrutura 3D do NADH exibindo a homenclatura dos atomos
no formato PDB da estrutura cristalografica (LENY) e do arquivo gerado pelo PTRAJ. A
sobreposicéo destas estruturas possibilitou a associacdo dos atomos correspondentes, corrigindo
as nomenclaturas para o entendimento do CASTp.
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4.5 Consideracdes finais

Este capitulo descreveu em detalhes a cavidade alvo deste trabalho,
demonstrando esta regido de interesse através de imagens da cavidade do analogo do
substrato da estrutura cristalografica (1BVR). Também apresentou o funcionamento do
algoritmo desenvolvido para a submissao dos arquivos da simulacdo por DM, bem como a
recuperacdo destas informac¢des no sitio do programa CASTp. Para determinar a
cavidade alvo durante as alteracdes causadas pela flexibilidade foi desenvolvida uma
funcdo heuristica baseada na atribuicdo de pesos aos atomos pertencentes aos residuos
gue delimitaram a cavidade do analogo do substrato na estrutura cristalina (1BVR) e aos
atomos pertencentes ao anel da nicotinamida do NADH. Os resultados apresentaram
cavidades fragmentadas e para obter informac¢cdes mais promissoras, foram alterados os

valores do raio de prova informado ao CASTp.

O CASTp define um raio de prova padrédo de 1,40 A, cuja medida é referente ao
raio de uma molécula de dgua. No entanto, a area de superficie acessivel da cavidade do
substrato esta sendo subestimada ao se utilizar o raio padrdo, visto que os atomos
possuem raios menores. Portanto, neste trabalho foi utilizado o raio de prova
correspondente ao menor raio de Van der Waals (1,09 A) e assim encontrou-se a maior
area de superficie acessivel por atomos [61,62]. Esta solucdo reduziu a ocorréncia de
cavidades alvo fragmentadas, entretanto algumas conformacfes ainda apresentavam a
cavidade fragmentada. Para retirar estas conformacdes, além do raio de prova, foi
desenvolvida uma funcdo heuristica para selecionar a cavidade alvo ao longo da
trajetoria. Para definir esta fungéo foi feita uma avaliagdo manual de 300 conformacdes,
induzindo a um limiar de volumes acima de 290,00 A3 e um escore igual ou superior a 18
pontos. Assim, aplicando esta regra na trajetoria do receptor, foram selecionadas 1.639

conformacdes, 0 que representa aproximadamente 53% da amostra total.

Ao final deste capitulo, as cavidades alvo do modelo flexivel encontram-se
mapeadas e em todos os arquivos PDB existem os registros dos atomos que determinam

a estrutura da cavidade alvo, a area acessivel e o volume da cavidade.



5- FUNCAO HEURISTICA PARA A FILTRAGEM DE LIGANTES

Este capitulo aborda os métodos desenvolvidos para gerar a funcédo heuristica
capaz de filtrar os ligantes depositados em BD utilizando os critérios geométricos de uma
determinada cavidade alvo do receptor.

O desenvolvimento desta heuristica foi criado com base em um conjunto de
esferas concéntricas para analisar a distribuicdo dos atomos avaliando as propriedades
geométricas da cavidade alvo e dos ligantes. O cruzamento das informacfes entre os
volumes ocupados pelo ligante e pelo receptor em cada esfera possibilita a identificacéo
de critérios, descrevendo para cada ligante a possibilidade de haver encaixe na cavidade

alvo.

5.1 Método de esferas concéntricas

Para extrair fatores capazes de identificar as regiées de conflito entre os atomos
do receptor com os atomos do ligante foi necessério criar uma forma de gerenciar este
espaco 3D. Assim, foi desenvolvido um conjunto de esferas concéntricas para controlar a
distribuicdo do volume ocupado pelos atomos. Estas esferas sdo compostas por um
centro geométrico (CG) comum, mantendo uma distancia fixa entre as bordas de cada
esfera. Desta maneira, a variagcdo do raio destas esferas obedece aos valores de uma
progressao aritmética com uma raz&o de 0,20 A. A utilizacdo de uma distancia fixa entre
as esferas tem como principal objetivo transformar os valores obtidos das coordenadas
atbmicas em um conjunto finito, reduzindo o processamento e, por consequéncia,
melhorando o tempo de resposta. Uma representacao visual deste modelo de esferas

concéntricas pode ser acompanhada na Figura 16.

Com o espacamento padrdo entre as esferas € possivel criar uma relacao
utilizando o volume disponivel e o volume ocupado em cada faixa das esferas. Esta
relacdo € a base utilizada na fungéo heuristica, demonstrada nas sessdes seguintes. A
Tabela 11 mostra os volumes disponiveis em cada faixa, sendo obtido através do volume
total da esfera menos o volume da esfera anterior. Evidentemente, o volume disponivel

aumenta conforme o crescimento das esferas comeca a distanciar-se do CG das esferas.
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Figura 16 - Corte transverssal no modelo de esferas concéntricas criadas para controlar o volume
livre e o volume ocupado pelo &tomos do receptor e do ligante. Os raios de cada esfera obedecem

aos valores de uma progressao aritmética com razéo de 0,2 A.

Tabela 11 - Distribuicdo do volume méximo ocupado nas faixas das esferas .

Distancia do CG

(A) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
Volume maximo

. A3 0,0335| 0,2346 | 0,6702 | 1,4745 | 2,7143 | 4,5239 | 6,9701 | 10,1871 | 14,2419 | 19,2684
da faixa (A3)

O processamento das informacfes do receptor e dos ligantes ocorre de forma
semelhante, sendo utilizado o modelo de esferas para armazenar as informacdes dos
volumes ocupados dos atomos de cada conformacdo do receptor e de cada ligante. Este
modelo de esferas concéntricas, aplicado tanto ao receptor quanto aos ligantes, mantém
sempre a mesma escala visando posteriormente o cruzamento das informacoes.

Entretanto, existe uma diferenca na determinacdo onde o ponto CG serd definido. Os

detalhes de cada implementacgéo esté descrito na se¢do a seguir.

5.2 Definindo o ponto correspondente ao CG do modelo de esferas concéntricas
para o ligante e para o receptor
A definicdo do CG é um passo importante, visto que dependendo da estratégia

adotada o ligante pode apresentar ou ndo colisdo com os atomos do receptor, ou seja, a
escolha deste ponto pode ser a diferenca entre o sucesso e o fracasso da avaliagcdo. O
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objetivo é situar o centro geométrico dos ligantes no ponto central dentro da cavidade,
sendo este o mais distante possivel dos atomos. A definicdo dos pontos desta maneira
pretende maximizar as chances de acerto quando o ligante ndo possui um volume que

possa permitir a sua docagem na cavidade.

No ligante, o ponto do CG das esferas concéntricas corresponde exatamente ao
centro geométrico dos atomos do ligante. Assim, foram computadas todas as
coordenadas atémicas e divididas pelo nimero de &tomos. A Figura 17 apresenta um
exemplo do centro geométrico calculado para o ligante TCL.

Figura 17 - Ligante TCL e o ponto (azul) definido como CG do modelo de esferas concéntricas .

Como visto, para definir-se o centro geométrico do ligante ndo ha grandes
dificuldades. No entanto, no receptor o ponto definido como o CG corresponde ao centro
da cavidade alvo, sendo considerada uma tarefa computacional complexa para a
descoberta em uma conformacdo. Cabe ressaltar que ao aplicar esta estratégia em uma
conformacao nao pode ser algo demorado, ja que este problema envolve o tratamento de
todo o modelo flexivel do receptor. Portanto, para o receptor foi analisado cada um dos
1.639 arquivos que compdem o modelo flexivel e utilizando as informac¢des dos atomos
gue delimitam a cavidade alvo (fornecidos pelo CASTp) como referéncia para determinar
o centro da cavidade alvo. A forma mais precisa para identificar este ponto seria aplicar
técnicas baseadas em filtros de médias, mas devido as dimensbes 3D o0 custo

computacional, o uso desta solugéo tornou-se inviavel.

Para contornar este problema foi desenvolvido um método que seleciona pares de
atomos que determinam a cavidade alvo, identificando o ponto médio entre estes pontos.
Deste ponto médio séo calculadas as distancias euclidianas para todos os atomos que
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delimitam a cavidade, sendo selecionada a distancia para o &tomo mais proximo.
Portanto, para cada ponto médio escolhido h4 uma relagdo com os atomos mais
préximos. Como buscamos o centro da cavidade, o ponto médio escolhido é aquele que

possui a maior distancia do atomo mais proximo. A Figura 18 mostra uma conformacao do

modelo flexivel e o ponto determinado como o CG do modelo de esferas concéntricas.

Figura 18 — Esfera (azul) definida como CG do modelo de esferas concéntricas para a
conformacgdo 10 do modelo flexivel. (a) visdo completa da estrutura, mostrando a enzima InhA
(verde) representada no modelo de fitas. (b) destaque da regido da cavidade definida pelo CASTp
(vermelho) e a co-enzima NADH (amarelo), ambas representadas no modelo de palitos.

A solucdo encontrada apresentou resultados satisfatérios e embora apresente
uma complexidade cubica (O?%), o tempo necessario para calcular cada conformacao foi de

aproximadamente 3 segundos.

5.3 Distribuicdo do volume dos atomos nas esferas concéntricas

Com os CG definidos para os ligantes e para receptores, 0 proximo passo
constitui em distribuir o volume dos atomos dentro das esferas concéntricas. Embora

possuam CG com coordenadas distintas, a distribuicdo das posi¢cbes dos atomos do
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receptor e dos ligantes ocorre de forma idéntica, sendo calculada a distancia do centro do
atomo até o CG e assim definindo a faixa que o centro deste atomo pertence. Desta
forma, esta avaliacdo independe do sistema de referéncia das coordenadas atbmicas, que

0S atomos estao.

Inicialmente, é feita a identificacdo da esfera em que o centro do atomo pertence,
sendo esta posicdo determinada a partir do calculo da distancia euclidiana das
coordenadas atdmicas dos atomos até o CG. O valor obtido é quantificado pelo método

de arredondamento, identificando qual o raio da esfera concéntrica se assemelha.

Para identificar a colisdo de &tomos do receptor com os do ligante € necessario
considerar, além do centro dos atomos, o volume de cada atomo. Para determinar os
volumes, foram utilizados os raios de Van der Waals [61,62]. Ao avaliar os limites de
colisdo das extremidades dos &tomos aumenta expressivamente o volume ocupado. Por
exemplo, 0 a&tomo com o menor raio pertence ao hidrogénio, com 1,09 A. Mesmo sendo o

menor raio, o volume deste atomo ocupa até 11 faixas diferentes.

Como visto, o volume do atomo esta distribuido em mais de uma esfera. Para
atribuir o volume especifico de um atomo em cada esfera € necesséario o uso de uma
série de formulas matematicas, que serdo detalhadas a seguir. Primeiramente é
necessario descobrir o volume do atomo, que possui uma estrutura semelhante a uma

esfera. Portanto, a equacéo 1 € a formula utilizada para este calculo.

V= gm‘3 1)

A partir da determinacdo do volume total do atomo, a etapa seguinte tem o
objetivo de identificar o volume a ser atribuido para cada esfera concéntrica. Para isso foi
calculado o volume de intersecdo entre duas esferas utilizando a equacéo 2 (Figura 19).
Embora este método tenha um alto fator de precisdo, seu calculo envolve muitas
variaveis. A Figura 20 mostra como ocorre a intersecdo das esferas concéntricas com o

volume dos atomos.

1

V =
12d

(R +r —d)?(d? + 2dr — 3r? + 2dR + 6rR — 3R?) )
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Figura 19 — Representacdo da intersecdo de duas esferas demonstrando os parametros da
equacéo 3.

Figura 20 - Distribui¢do do volume do atomo de hidrogénio de acordo com a interse¢cdo com cada
esfera concéntrica.

Para atribuir o volume de cada faixa, € necessario descobrir o volume da
intersecdo entre as esferas e posteriormente subtrair do volume ja calculado quando
houver outras faixas presentes nesta mesma intersecdo. Cada faixa do atomo pode
atribuir volumes diferentes as esferas concéntricas. Além disso, conforme a distancia do
CG estes volumes atribuidos a cada faixa também variam devido a inclinagdo das
circunferéncias que cortam os atomos. Quanto mais distante do CG for a intersecéo a

circunferéncias tendem a apresentar linhas mais paralelas.

Devido a grande quantidade de atomos a serem tratados, realizar todos estes
calculos para atribuir o volume as esferas concéntricas € um processo oneroso. Com o
intuito de melhorar a performance, foi criado um programa capaz de gerar um arquivo

contabilizando os volumes atribuidos para cada faixa com todas as distancia possiveis e
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com todos os atomos utilizados. Assim, para atribuir o volume de cada faixa € necessério

apenas identificar a distancia do CG e o atomo envolvido.

Apos ser feita a distribuicdo do volume de todos os atomos de forma proporcional
as esferas, € necessério identificar a ocorréncia da sobreposicdo dos volumes de atomos
préximos. A Figura 21 mostra parte de uma conformacédo da enzima InhA representada

por esferas de van der Waals.

Figura 21 — Visualizagdo de parte da enzima InhA representada por esferas de van der Waals.
Nesta representacao é possivel obsevar a ocorréncia da sobreposicao do volume dos atomos.

Como observado na Figura 21, todos os atomos visiveis na imagem
apresentaram alguma sobreposicdo em seu volume. Caso a funcdo heuristica deste
trabalho contabilize mais de uma vez a mesma regido ocupada por outro atomo, 0s
resultados obtidos ndo seriam confiaveis. Portanto, para resolver este problema deve-se
desconsiderar o volume contabilizado em excesso para cada uma das esferas.

Identificada a ocorréncia da intersecdo entre dois atomos é necessario descontar
este volume sobreposto das esferas concéntricas. Com a descoberta de atomos
sobrepostos, calcula-se 0 volume da intersecao entre estes atomos e deve-se retirar este
volume excedente das esferas concéntricas. Para isso € aplicada a equacdo 3, que

identifica o volume da intersecao de trés esferas [63].
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Com a aplicacdo da equacdo 3 o volume de cada intersecao € distribuido para
cada esfera concéntrica. Entretanto, os atomos podem conter 3 ou mais intersecoes e,
para solucionar os demais conflitos, utilizou-se algumas funcfes do programa ARVO. Este
programa é capaz de calcular o volume de trés ou mais esferas e seu desenvolvimento
também é baseado na equacao 3. O ARVO esta disponivel na linguagem de programacao
Fortran 77 e para ser utilizado neste trabalho foi necessario um trabalho de conversao da

linguagem de programacéo, sendo este programa reescrito em linguagem C[64].

Apés resolver os problemas das sobreposi¢cdes dos atomos, as informacdes dos
volumes ocupados em cada faixa sdo armazenadas em vetores, onde cada posicéo deste
vetor representa o volume ocupado pelos atomos. Estes dados sao tratados de forma
independente, portanto cada ligante tera um vetor para armazenar suas informagdes. O
mesmo ocorre com o receptor, onde sédo gerados 1.639 vetores criando-se uma matriz
para armazenar as informagfes do modelo flexivel, sendo as linhas atribuidas a

conformacao e as colunas as faixas desta conformacéao.
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Figura 22 - Intersecé@o de quatro esferas utilizada no desenvolvimento da fungéo heuritica. Nesta
conformagéo foram calculados os volumes de duas interse¢fes entre quatro esferas (amarelo e
vermelho).

5.4 Funcéo heuristica: cruzamento das informacdes dos receptores e dos ligantes

Esta funcdo heuristica visa identificar os ligantes que possuem seu volume
compativel com a estrutura da cavidade alvo. Para isso, as conformacfes dos receptores
e dos ligantes tém suas informac¢cBes do volume descritas em um modelo de esferas
concéntricas. Considerando que os ligantes e os receptores tém seus CG sobrepostos, é
feita uma série de testes verificando a possibilidade ou ndo de encaixe dos ligantes em

cada conformagéo.

Como visto anteriormente, os vetores gerados apresentam as informacdes dos
volumes ocupados distribuidos em cada faixa. Para identificar a possibilidade de colisdo
entre 0s volumes € necessario encontrar o volume ocupado acumulado das esferas
concéntricas do receptor e do ligante. Assim, a contabilizacdo dos volumes comeca a
partir do CG e segue acumulando conforme os volumes encontrados na diregdo das
esferas mais distantes. Além disso, a visualizacdo do grafico (Figura 23) fica mais clara
guando é apresentado o volume permitido dentro da cavidade alvo ao invés de colocar no
grafico o volume ocupado. Este volume € obtido quando se retira 0 volume ocupado do
receptor do volume maximo da esfera concéntrica. A Figura 23 apresenta algumas curvas

obtidas com os volumes da esfera total e algumas conformagdes do receptor.
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Figura 23 — Grafico mostrando as curvas que apresentam os volumes livres da cavidade alvo a
partir do CG. Analisando a conformacgéo 570, nota-se que a cavidade apresenta um volume livre
inicial muito baixo, indicando ser uma cavidade pequena com forte estreitamento até encontrar
outro segmento da cavidade.

Como visto na Figura 23 é possivel constatar que as curvas do receptor, devido a
sua cavidade, apresentam em sua maioria um comportamento com 0s atomos iniciais
distantes do CG. Assim, quanto mais os atomos estiverem distantes do centro da
cavidade, maior serd o valor inicial apresentado pela curva, aproximando-se da curva
apresentada pelo volume total da esfera concéntrica. Por consequéncia, as conformacdes
gue apresentam uma cavidade mais fechada possuem curvas com volumes baixos,

demonstrando uma maior dificuldade/impossibilidade do ligante docar nesta regiao.

As informagbes dos ligantes a serem representadas no grafico sao referentes ao
volume ocupado acumulado em cada faixa. Estes volumes acumulados séo a base para
acompanhar o crescimento dos limites da estrutura. A Figura 24 apresenta alguns
resultados de um grupo de ligantes selecionados do BD ZINC. Inicialmente, as curvas
tendem a acompanhar o crescimento da curva do volume total da esfera. Isto ocorre
devido a estratégia utilizada, baseada no Centro Geométrico do ligante. Um
comportamento natural desta estratégia é que ocorrem curvas elevadas nas primeiras

distancias visto que o ligante tem seus atomos préximos do CG.
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Figura 24 - Gréfico mostrando as curvas dos volumes ocupados acumulados dos ligantes a partir
do CG. S&o apresentados quatro ligantes com dois volumes distintos. Os ligantes ZINC00169568
e ZINC17354731 mostram uma alta concentracdo de volume ocupado proximo do CG,
dificultando a possibilidade de haver encaixe com outra conformac&o.

Para comparar as informacdes entre os receptores e os ligantes é feito um célculo
identificando se o volume do ligante atinge um valor superior ao volume disponivel na
cavidade. Nas faixas em que este volume ocupado pelo ligante for maior que o disponivel
pela cavidade é feito um somatério deste volume. Assim, para cada ligante é gerada uma
lista com o resultado de cada conformacéo. Todas as conformacdes que apresentarem o
valor do somatdério nulo sdo consideradas conformacfes que devem ser testadas com a
docagem molecular. No préximo capitulo sdo apresentados dois testes demonstrando

com detalhes os testes de validacdo da funcao heuristica.

Ainda encontra-se em fase de avaliacdo o valor do limite maximo do volume que
pode ser compartilhado entre os atomos do receptor e do ligante quando ocorrem
interacOes validas. Assim, o limiar para eliminar os testes de docagem das conformacdes
€ um valor configuravel, dependendo dos volumes envolvidos. Portanto, as conformacdes
gue apresentarem um valor baixo do somatdrio também devem ser testadas, evitando

assim falsos positivos.



6- VALIDACAO DA FUNCAO HEURISTICA PROPOSTA

Neste capitulo foram desenvolvidos dois testes com a finalidade de validar a
funcd@o heuristica proposta. O primeiro teste busca verificar se ligantes com um volume
superior a cavidade sdo comprovadamente descartados pela funcdo heuristica
desenvolvida. O segundo avalia um conjunto de resultados de docagem molecular e
comparando as FEB obtidas de cada conformacao com os indicadores dos resultados dos

graficos gerados pela fungéo heuristica.

6.1 Teste A

Este teste tem como objetivo identificar um conjunto de ligantes com volumes
superiores ao volume de uma conformacao da cavidade alvo e esta deve restringir todos
os ligantes pesquisados. Caso o grafico indigue que ndo deva ocorrer o descarte, esta
avaliacdo ja estara inferindo a ocorréncia de falsos positivos.

O conjunto de ligantes testados foi baixado do BD ZINC e indicava uma
guantidade superior a 192.000 ligantes, mas devido algum problema na disponibilizacéo
destes dados pelo BD ZINC, apenas 3.745 moléculas ndo eram duplicadas. Com este
conjunto definido, o proximo passo é calcular o volume dos ligantes. Para isso, foi
pesquisado na literatura uma série de programas, dentre eles foram encontrados o
Molinspiration (ZINC), ChemAxon, V3cavity e o arquivo fonte em linguagem C do
programa Mol_volume [65]. Por questdes de agilidade no processamento (visto que trés
eram via internet) e pelo dominio pessoal da linguagem C definiu-se o programa

Mol_volume para realizar o célculo do volume dos ligantes.

As conformacdes testadas foram selecionadas pelo tamanho do volume da
cavidade indicado pelo CASTp. As cavidades com o menor volume do modelo flexivel
possuem aproximadamente 295 A3. Dentre estas, foi escolhida a conformagéo 4.004 ns
para exibir maiores detalhes. Na Figura 25 é mostrada parte da estrutura desta
conformac&o, que s&o os residuos que determinam a cavidade alvo. E possivel constatar
uma cavidade bastante fechada na proximidade do CG, entretanto ela possui
espacamentos permitindo a interagao do ligante com o restante da cavidade.
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Figura 25 — Estrutura do substrato da conformacao 4.004 ps gerada pelo CASTp. A cavidade é
formada pela coenzima NADH (amarelo) e por um conjunto de residuos indicados (vermelho)
como delimitadores da cavidade alvo pelo CASTp. A esfera em azul aponta o Centro Geométrico
da cavidade.

Para definir o conjunto de ligantes a serem testados para esta conformacéo,
foram pesquisados aqueles ligantes com um volume superior ao volume apresentado pelo
receptor. Desta forma, a faixa de volume selecionada para executar o teste sdo volumes

acima de 295 A3,
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Figura 26 — Comparacao dos resultados obtidos pela funcdo heuristica para a conformacéo 4004
e um conjunto de ligantes com volumes superiores a 295 A3, Percebe-se que os volumes dos
ligantes estdo acima do limite disponivel pela conformacéo, descartando-se todos os ligantes.
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Avaliando todas as curvas pode-se concluir que a funcao heuristica apontou uma
grande sobreposi¢cdo da conformagdo com os ligantes testados, resultando entdo no

descarte de todos os ligantes testados.

6.2 Teste B

Para avaliar a funcdo heuristica desenvolvida de forma mais refinada foi
necessario gerar um processo de docagem molecular da estrutura da enzima InhA
contendo a coenzima NADH. O ligante definido para docar dentro da cavidade foi o TCL,
gue é um ligante com suas cargas ja calculadas pelo LABIO. A Figura 27 mostra a caixa
criada pelo mkbox (programa que pertence ao pacote do Autodock 3.0.5). Esta caixa, de
dimensdes 40x50x50 e um grid de 0,375 A, restringe a regido em que o ligante tenta
docar. Além da caixa, a Figura 27 também destaca a presenca do NADH dentro da

estrutura inicial da macromolécula e a posicao inicial do ligante.

Figura 27 — Posicionamento inicial da molécula InhA-NADH e do ligante TCL antes de comecar o
processo de docagem. A caixa, com dimensdes 40x50x50, define a regido em que o ligante pode
tentar docar.

Os resultados da docagem molecular sdo avaliados por métricas capazes de
identificar a quantidade de energia liberada. Portanto, sdo calculados os termos da

energia livre de ligacado (FEB), que quanto mais negativa, melhor a interacdo receptor-
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ligante. Os resultados apresentando as melhores FEB desta docagem molecular com
ligante flexivel estdo descritas na Tabela 12.

Tabela 12 — Visualizacdo dos melhores resultados da FEB do processo de docagem molecular
entre a INhA-NADH com o ligante TCL.

Conformagao Run RMSD FEB
2 14 5,59 -11,35
13 21 5,78 -11,29
3 24 5,29 -11,09
1 3 5,44 -11,08
9 7 5,29 -10,94
6 20 5,47 -10,82
8 24 6,04 -10,6
21 13 6,49 -10,41
4 24 5,19 -10,37
7 23 5,41 -10,27
5 13 5,13 9,97
1166 9 6,56 9,76
10 9 6,23 -9,66
12 19 6,52 9,66
11 23 6,60 9,54
19 2 6,37 9,5
1099 10 7,22 9,26
1365 18 7,14 9,24
15 17 6,50 9,12
459 8 7,44 -8,73
16 23 5,90 -8,69
18 19 6,83 -8,67

Embora tenham ocorrido bons resultados de FEB, uma verificacdo dos resultados
das docagens mostrou que o posicionamento do ligante fora da cavidade do substrato,
sendo estes resultados classificados como falsos positivos. Este fato pode ser observado
pelo alto valor do RMSD indicado realmente o afastamento do ligante da cavidade alvo.
Outros testes foram realizados utilizando dimensdes menores para a caixa € 0S
resultados indicaram apenas 10 bons resultados de FEB. Ainda assim, estes resultados

apresentaram a posicao do ligante afastado da cavidade do substrato.

Esperava-se obter bons resultados de FEB com o ligante posicionado dentro da
cavidade do substrato conforme a estrutura cristalina semelhante (codigo PDB: 1P45).
Diante deste fato, foi feita uma comparacéo entre estas estruturas (Figura 28) mostrando
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gue a cavidade do substrato no modelo de receptor flexivel utilizado neste trabalho é
menor que a cavidade da estrutura cristalina, impossibilitando a docagem do ligante TCL

na cavidade do substrato.

Figura 28 — Comparacao entre a estrutura cristalina 1P45 e a conformagéo inicial do modelo do
receptor completamente flexivel. Nota-se um estreitamento da cavidade do substrato devido ao
fechamento das fitas.

O teste utilizando a funcdo heuristica utilizou o modelo do receptor totalmente
flexivel comparando com o ligante TCL, exatamente como foi feito no processo de
docagem anterior. A Tabela 13 aponta as conformac¢des que apresentaram as menores

sobreposic¢des do volume do ligante sobre os resultados da estrutura.

Tabela 13 — Visualizag&o das faixas onde ocorreram sobreposi¢cdes do volume do ligante sobre o
volume das conformacbes e o0 volume total da sobreposicdo para as conformacbes que
apresentaram as menores sobreposicdes.

Volume . . . . o
" Faixas onde o volume do ligante foi maior que o volume da conformagdo
Conformacgao | sobreposto ; R 23
(A%) (niimero da faixa) volume sobreposto (A3)
4708 22,03 (16)2,57 | (17)13,31 | (18)6,13
386 32,76 (10)0,04 | (15)0,92 | (16)8,62 | (17)17,18 | (18)5,97
1268 48,14 (9)0,11 | (10)0,60 | (15)2,43 | (16)11,56 | (17)21,74 | (18)11,67
4754 67,45 (7)0,02 | (8)0,19 | (9)0,64 | (10)1,60 | (12)1,84 | (13)2,20 | (15)6,31 | (16)14,93 | (17)25,05 | (18)14,6
3066 77,36 (8)0,02 | (9)0,24 |(10)0,83 | (12)0,46 | (13)1,00 | (15)6,39 | (16)16,21 | (17)27,41 | (18)20,11 | (19)7 78
4688 94,63 (9)0,23 | (10)0,88 | (12)2,23 | (13)3,65 | (14)2,21 | (15)10,45 | (16)20,41 | (17)30,85 | (18)20.89 | (19)4,65
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Figura 29 — Avaliagdo da funcao heuristica com o ligante TCL testado com o modelo do receptor
completamente flexivel.

Este resultado pode ser melhor acompanhado na Figura 29, comprovando a
avaliacdo da funcdo heuristica que indica a impossibilidade de ocorrer uma boa docagem

nas conformacdes para o ligante TCL.



7- CONCLUSOES

Este trabalho apresentou o desenvolvimento de um novo conceito, gerando um
filtro para a selecdo de ligantes considerando um modelo de receptor completamente
flexivel. Este filtro seleciona do Banco de Dados somente os ligantes que possuem
probabilidades geométricas capazes de gerar a docagem molecular em uma cavidade
especifica do receptor. A funcdo heuristica desenvolvida para criar este filtro avalia as
estruturas geométricas do ligante e da cavidade do receptor, gerando indicadores que
permitam afirmar se um ligante possui ou ndo a possibilidade de docar em uma

determinada cavidade.

Considerado como uma etapa de pré-docagem, além de filtrar os ligantes que nao
possuem caracteristicas geométricas favoraveis para docar no modelo de receptor
completamente flexivel, esta heuristica também possibilita o descarte das conformacdes
gue nao irdo gerar bons resultados de FEB. Desta forma, os ligantes que tém os menores

indices de conflito com os volumes do receptor sédo os melhores ranqueados.

Embora ainda existam novos experimentos a serem aplicados para melhor validar
a funcéo heuristica desenvolvida, os testes apresentados neste trabalho demonstraram
resultados muito promissores. Além disso, pode-se afirmar que quanto menor for o
volume da cavidade alvo, maior € a possibilidade de filtrar os ligantes por suas

caracteristicas geométricas.

Por ser um trabalho inovador, muitos ajustes foram necessarios ao longo do
desenvolvimento do trabalho. Ainda assim, ocorreram limitagcbes que neste primeiro
momento precisaram ser contornadas. A se¢ao 7.2 apresenta algumas limitagbes deste

trabalho e algumas solucdes que estdo sendo planejadas.

7.1 Publicacdes

- Poster no International Society for Computational Biology (ISCB) 2010 Uruguai
abordando o estudo comparativo dos BD de ligantes.
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- Poéster no Brazilian Symposium on Bioinformatics (BSB) 2010 apresentando o

algoritmo de automatizacdo para a submissdo de todo o modelo flexivel e

recuperacado das informacdes da cavidade alvo.

7.2 Trabalhos futuros

Ao longo do desenvolvimento deste trabalho foram surgindo particularidades,

sendo algumas adotadas e evoluindo o trabalho e outras, que devido ao tempo, ficaram

sugeridas como etapas futuras para serem melhor analisadas:

Algumas etapas sdo apenas um aperfeicoamento visando a reducdo do
tempo de execucdo que, embora ndo seja considerado lento, tem o
potencial de ser mais rapido. Nesta etapa destaca-se, principalmente, os
problemas com relacdo a etapa mais demorada, que foi a do
processamento do dados no CASTp. Cada arquivo submetido e
recuperado com o0s resultados custa aproximadamente 30 segundos.
Trabalhando com modelos flexiveis maiores esta busca no CASTp pode se

tornar um gargalo a ser evitado no processo.

Inicialmente, o planejado considerava apenas uma esfera concéntrica para
desenvolver o trabalho dentro da cavidade. No entanto, algumas cavidades
selecionadas tém apresentado um fechamento da estrutura, mas ndo a
ponto de fragmentar a cavidade. Nestes casos, pode ser interessante gerar
mais de uma esfera concéntrica, trabalhando com uma regido maior que

uma Unica cavidade.

Sabe-se que os algoritmos que consideram as ligacdes flexiveis tém um
ganho maior que os trabalhos considerando apenas as moléculas como
rigidas, portanto esta é uma limitacdo importante a ser resolvida nas
etapas seguintes. Para contornar este problema, pode ser estudada uma
forma de identificar angulos de rotacdo de forma automatica e simular parte
da flexibilidade dos ligantes. Outro fator essencial, além das propriedades

geométricas, € conseguir adicionar alguns estudos ja existentes que tém
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feito o uso de mapas farmacoforicos para filtrar mais ligantes e obter

resultados com maiores chances de ser promissor.

Reavaliar o método escolhido para fazer a selecédo das conformacdes, visto
gue esta funcéo heuristica acabou sendo desenvolvida para uma cavidade
muito especifica. O objetivo é que este filtro seja de funcionamento
independente da molécula alvo.

Desenvolver um método capaz de fazer o uso do BD para armazenar os
ligantes e acessar de forma mais rapida. Armazenar os resultados e destes

resultados eliminarem execucfes desnecessarias.

Melhorar o acesso aos programas desenvolvidos, facilitando o
entendimento de outros usuérios. Além disso, desenvolver novos testes
para a avaliacdo realizando a docagem molecular e comparar com 0Ss
valores de FEB e RMSD.
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