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RESUMO

A saude humana constantemente encontra-se afetada por diversas
enfermidades se fazendo necesséario uma constante busca por novos farmacos
capazes de combater estas de forma eficiente. Entretanto, o custo associado ao
desenvolvimento de um novo farmaco pode chegar a bilhdes de dolares. Como
alternativa para a reducéo do alto custo do processo de desenvolvimento de um
farmaco tém-se investido cada vez mais na aplicacdo de metodologias
computacionais, especialmente na etapa de triagem de potenciais compostos
lead. Uma vez que o uso destas ferramentas computacionais indica quais 0s
compostos quimicos com potencial atividade contra um determinado alvo
reduzindo assim o numero de compostos testados experimentalmente contra a
enzima de interesse. Estudos computacionais tém mostrado que o uso de cargas
parciais ao invés das cargas de Gasteiger tanto para o ligante quanto para a
enzima permitem uma estimativa mais precisa da geometria dos complexos
proteina-ligante melhorando assim a qualidade e confiabilidade dos estudos de
docagem molecular. Diante disso buscou-se avaliar a influéncia das cargas
semiempiricas para a obtencdo da conformacédo nativas de uma série de
proteinas de interesse biologico, além de investigar a influéncia do raio de corte
na proteina em torno da molécula ligante, tanto para a otimizacdo de geometria
destes quanto para a substituicio das cargas de Gasteiger pelas cargas
semiempiricas. A otimizacéo do ligante no MOPAC foi realizada com os métodos
semiempiricos AM1, PM3, PM6, PM6-D3, PM6-D3H4X, PM6-DH+, PM6-DH3X,
PM7 e RM1, sendo que todos os residuos das proteinas avaliadas e as
respectivas aguas cristalograficas foram fixadas em suas posicoes
cristalograficas. Apenas o ligante e os hidrogénios das moléculas fixas foram
otimizados. Realizou-se uma andlise do RMSD do ligante para investigar a
influéncia do tamanho do raio de corte para a otimizacdo da geometria dos
ligantes. Observou-se que os resultados que os sistemas ndo apresentavam
grandes mudangas com o tamanho do sitio ativo, definindo-se o raio de corte de
4 A em torno do ligante como satisfatério para a otimizacdo. Para a substituicdo
das cargas da proteina, os melhores resultados foram obtidos para os sistemas
em que foram substituidas as cargas de todos os residuos situados em até 12 A

da molécula ligante. As cargas semiempiricas apresentaram resultados



semelhantes aos obtidos para as cargas Gasteiger, sendo os métodos PM6 e
Gasteiger foram aqueles que obtiveram a maior taxa de sucesso na busca da
conformacao nativa do ligante.

Palavras-chave: Otimizacdo, Autodock, MOPAC, RMSD, design de farmacos,
proteina-ligante.



ABSTRACT

Human health is constantly affected by several diseases, needing a constant
search for new drugs capable of combating these effectively. However, the cost
associated with the development of a new drug can reach billions of dollars. As
an alternative to reducing the high cost of the drug development process both
industry and academia have increasingly invested in the application of
computational methodologies, especially in the screening stage of potential lead
compounds. Since the use of these computational tools indicates which chemical
compounds have potential activity against a particular target thus reducing the
number of compounds tested experimentally against the enzyme of interest.
Computational studies have shown that the use of partial charges instead of
Gasteiger's charges for both the ligand and the enzyme allow a more accurate
estimation of the geometry of the protein-ligand complexes, thus improving the
quality and reliability of molecular docking studies. The aim of this study was to
evaluate the influence of the semiempirical charges to obtain the native
conformation of a series of proteins of biological interest, as well as to investigate
the influence of the cutting radius on the protein around the ligand molecule, both
for the optimization of their geometry as well as for the replacement of Gasteiger
charges by semiempirical charges. The optimization of the ligand in MOPAC was
performed with the semiempirical methods AM1, PM3, PM6, PM6-D3, PM6-
D3H4X, PM6-DH +, PM6-DH3X, PM7 and RM1, all protein residues evaluated
and their waters crystallographic were fixed in their crystallographic positions.
Only the ligand and hydrogens of the fixed molecules were optimized. An analysis
of the RMSD of the ligand was carried out to investigate the influence of the size
of the cutoff for the optimization of the geometry of the ligands. It was observed
that the results showed that the systems did not exhibit major changes with the
size of the active site, the 4 A cutting radius being defined around the ligand as
satisfactory for the optimization. For the substitution of the protein charges, the
best results were obtained for systems in which the charges of all residues within
12 A of the ligand molecule were substituted. The semiempirical charges
presented results similar to those obtained for the Gasteiger charges, with the
PM6 and Gasteiger methods being the that obtained a higher success rate in

search of the native ligand conformation.



Keywords: Optimization, Autodock, MOPAC, RMSD, drug design, protein-
ligand.
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1 INTRODUCAO

Os farmacos séo substancias quimicas utilizadas com fins medicinais que
sd0 essenciais a saude humana constantemente afetada por diversas
enfermidades, desempenhando assim um importante papel tanto na prevencao
quanto no tratamento de diversas doencas [1]. Entretanto, o processo de
desenvolvimento de farmacos nédo é uma tarefa simples, demandando bastante
tempo e recursos financeiros [1-4]. O custo associado ao desenvolvimento e
producdo de um novo farmaco pode chegar a bilhdes de ddlares [2-3]. O valor
associado a descoberta destes novos farmacos vem crescendo a cada ano,
sendo que na ultima década estima-se que o custo para desenvolvimento e
insercdo de um novo medicamento no mercado tenha crescido em torno de

150% [2].

O alto custo desse processo esta associado a diversos fatores como:
dificuldade em sintetizar os compostos de interesse, falhas existentes nas
metodologias empregadas na descoberta de farmacos, testes clinicos, e
deficiéncias nas abordagens tradicionais como o high-throughput screening
(hts), em que apesar de possibilitar a anélise de milhares de moléculas de forma
rapida e automatizada, ainda se trata de um meio caro devido a grande
quantidade de material utilizado nos experimentos [2,4].

Como uma tentativa de reduzir os custos associados ao desenvolvimento de
um novo farmaco, a industria farmacéutica tem cada vez mais investido no uso
de abordagens racionais para o planejamento de farmacos [3], com o objetivo de
eliminar da triagem o0s compostos com baixa probabilidade de sucesso no
desempenho da funcdo desejada [2]. Dessa forma, as ferramentas
computacionais estdo cada vez mais presentes tanto na industria quanto na

academia, podendo ser aplicadas nos diversos estagios do processo.

Diversas metodologias podem ser aplicadas no processo de planejamento
racional de farmacos por meio de ferramentas como o planejamento de farmacos
assistido por computador, docagem molecular, QSAR (relagdes quantitativas
entre estrutura e atividade), além da predicdo de propriedades como
biodisponibilidade, toxicidade, entre outras. Apesar de ferramentas poderosas,



as técnicas computacionais precisam de avaliacdes rigidas quanto a qualidade
dos resultados obtidos, uma vez que possuem algumas limitacdes como: a
precisdo dos dados experimentais, nivel dos calculos empregados, e
dificuldades na modelagem de alguns tipos de interagdes, especialmente as

intermoleculares.

Uma abordagem bastante interessante no planejamento de farmacos € a
docagem molecular que busca pelas conformacdes proteina-ligante mais
favoraveis energeticamente, normalmente utilizando as funcdes de pontuacdes
para prever a energia de ligacdo destes complexos e assim predizer o provavel

modo de ligagéo entre o ligante e o alvo [5-7].

Normalmente trata-se a predicdo do modo de ligacdo da molécula de
interesse a proteina, e a pontuacdo desta geometria como se estas fossem duas
etapas distintas do processo de docagem [5]. Porém, muitos programas de
docagem usam as funcdes de pontuagbes durante a etapa de busca
conformacional pelo complexo de menor energia, permitindo assim que ambos
possam ser tratados como um Unico problema, de modo que a reducao do desvio
quadratico médio (RMSD) entre a estrutura predita e a experimental permita
predizer com maior precisao as energias livres de ligacao [5].

Estudos tem mostrados que a substituicdo das cargas Gasteiger por cargas
parciais semiempiricas tanto para o ligante quanto para a enzima permitem uma
estimativa mais precisa da geometria dos complexos e da energia de ligacéo
destes [5, 8].

Partindo-se do fato que o uso de cargas parciais pode apresentar melhoras
significativas na precisdo dos métodos de docagem, em especial na busca da
conformacao bioativa de menor energia, este trabalho tem como o objetivo
investigar a influéncia do calculo das cargas parciais para a qualidade dos
resultados obtidos nos estudos de docagem, utilizando para isto, alguns dos
diversos métodos semiempiricos: AM1, PM3, RM1, PM6 e PM7, presentes no
softwvare MOPAC 2016. A partir dos resultados obtidos, espera-se que seja
possivel a definicdo do método semiempirico presente no MOPAC que seja mais

apropriado para o célculo destas cargas em sistemas biomoleculares.



Em paralelo ao estudo das cargas parciais, também buscou-se analisar o
uso dos métodos semiempiricos citados acima, incluindo os métodos PM6 com
correcdo de dispersao implementados no MOPAC 2016, na otimizacdo de
geometrias de complexos sitio ativo-ligante. A otimizagdo de geometria, em
especial dos ligantes, € um processo bastante utilizado na area de planejamento
de farmacos, podendo ser aplicado nas mais diversas abordagens. Na docagem
molecular esta ferramenta pode ser bastante Util como um processamento pos-
docagem com o objetivo de melhorar as geometrias dos resultados obtidos ap6s

as simulagoes.

Na sequéncia apresenta-se uma descricdo do surgimento e
desenvolvimento das metodologias computacionais na Quimica Medicinal,
seguido da importancia da compreensdo das interacGes receptor-alvo, e de
como a quimica computacional pode ajudar na compreensao deste fenbmeno

bioldgico, assim como no processo de descoberta de novos farmacos.

1.1 Surgimento e Evolugcéo da Quimica Computacional

A quimica computacional € uma area bastante ampla que pode ser definida
como ‘a aplicagao de métodos de informatica para resolver problemas quimicos’
[9]. Ela tem suas origens na década de 60 quando a computacao cientifica
passou a ser acessivel [10] e vem tornando-se uma ferramenta essencial em
tarefas como: investigacdo de estruturas e reac¢des quimicas; elucidacdo de
estruturas e propriedades moleculares, mecanismos, seletividade de reacoes,

desenvolvimento de farmacos [11].

O planejamento de farmacos é uma das areas mais proeminentes, a qual
tem a capacidade de assistir diversas etapas do processo possibilitando uma
reducdo dos custos da descoberta de um novo farmaco por meio da analise de
uma grande quantidade de dados obtidos a partir de resultados experimentais.
Além disso, a quimica computacional é bastante utilizada nos estudos de

predicdo da atividade biol6gica para determinados compostos [12,13].

O progresso na area ocorreu paralelamente a evolugcdo dos computadores,
uma vez que os avangos obtidos nos métodos tedricos (Figura 1) permitiram o

desenvolvimento de teorias e sua Iimplementacdo nos programas



computacionais [11]. O progresso das simulacfes computacionais na Quimica
Medicinal teve um inicio limitado, tanto pelo poder computacional disponivel a
época, quanto pela falta de dados estruturais disponiveis [13]. Essa escassez de
dados comecou a ser superada apenas com o surgimento de bancos de dados,
como o Protein Data Bank (PDB), http://rcsb.org/, em 1971, que continha um

namero limitado de estruturas 3D disponiveis [13].

Figura 1. Marcos na evolugdo da Quimica Teodrica e Computacional. Fonte:
Adaptado de Houk et. al.(2017) [11].
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Apesar de ainda hoje serem os melhores métodos para descrever sistemas
contendo milhares de atomos como as proteinas, as abordagens tradicionais de
mecanica molecular (MM) ndo sdo capazes de descrever explicitamente os
elétrons ou processos de quebra e formacéo de ligagbes, sendo assim um fator
limitante para alguns tipos de estudos em sistemas biomoleculares. Com os
desenvolvimentos das teorias da mecanica quantica e classica, parametrizacdes
das equacdes de mecanica classica e desenvolvimento de métodos mecanico-
guanticos (QM) combinados com mecéanica molecular (QM/MM) e o gradual
aperfeicoamento da teoria de densidade funcional (DFT) nestas ultimas seis

décadas tornou-se possivel o estudo de algumas dessas propriedades que eram


http://rcsb.org/

limitadas na mecanica classica para sistemas contendo alguns milhares de

atomos [11].

1.2 Abordagem Tedrica

A aplicacdo de métodos mecanico-quanticos para estudos de complexos
proteina-ligante apresenta algumas vantagens sobre as abordagens classicas
que, em geral, necessitam de menos recursos computacionais e tempo de
simulacéo [14,15]. Os métodos MM podem fornecer uma descrigdo razoavel da
energia e geometria dos sistemas, porém ndo abordam efeitos quanticos como:
o tratamento explicito das reacGes quimicas e o fendmeno de transferéncia de
elétrons implementado nas abordagens QM, efeitos estes, que podem ser
interessantes de serem estudados em andlises baseadas na estrutura das
funcbes das proteinas [14,15]. Contudo, as abordagens QM sao

computacionalmente bem mais exigentes [15].

Deste modo, a escolha do nivel de célculo utilizado, muitas das vezes é
determinada pela complexidade do sistema estudado, do tipo de analise que se
deseja realizar, e principalmente dos recursos computacionais disponiveis, ja
que, quanto maior o nivel do calculo, maior o gasto computacional, o que
comumente torna-se um fator limitante para grandes sistemas como os proteicos

que sao compostos por dezenas de milhares de atomos [15].

Em funcéo das limitacbes impostas pelos métodos MM quanto a precisédo
dos resultados e dos métodos QM quanto ao tamanho dos sistemas, os métodos
mecanico-quanticos semiempiricos (SQM) tém se apresentado como uma
alternativa gracas a sua capacidade em aliar precisdo e demanda computacional
[3,15]. A abordagem SQM tem sido bastante promissora considerando-se o fato
que conseguem superar limitacbes da mecéanica molecular como os efeitos
quanticos de transferéncia de elétrons, e formacdo e quebra de ligacdes
covalentes. Entretanto, apresentam uma série de limitagbes quanto a descri¢ao
de interacbes n&o covalentes, as quais Sao essenciais para o tratamento

adequado dos sistemas biomoleculares [15].

Como forma de contornar os problemas relacionados as interagbes né&o

covalentes, foram desenvolvidas corre¢des de interacdo de dispersdes para 0s



métodos SQM, os SQM-DH que utilizam termos de correcdo empiricos para a
correcdo de interacdes de dispersao (D) elou ligacdes de hidrogénio (H),

tornando-os aplicaveis de forma pratica aos sistemas em geral [15,16].

1.2.1 Mecanica Molecular

A mecanica molecular consiste numa abordagem bem estabelecida para o
tratamento de grandes sistemas moleculares como as proteinas utilizando a
fisica classica [17, 3]. As energias dos sistemas sdo expressas em termos de
simples equac0es algébricas, sem a utilizacao de funcdes de onda ou densidade
eletronica total [18]. Nela séo utilizados um conjunto de constantes obtidas por
meio de dados espectroscopicos ou ab initio e que somadas as equacles

presentes formam o chamado campo de forga [18].

A MM considera as moléculas como um conjunto de atomos rigidos
conectados uns aos outros por meio de ligacOes fixas, que séo consideradas
como molas, utilizando assim as leis classicas da fisica para calcular o
movimento dos atomos [19]. A qualidade dos calculos obtidos utilizando esta
abordagem depende essencialmente de quatro fatores: (1) a forma funcional da
expressao de energia, (2) os dados utilizados para a parametrizagao, (3) a
técnica utilizada para otimizar as constantes destes parametros, e (4) a
habilidade do usuario para aplicar a técnica observando seus pontos fortes e
fracos [18].

A expressao de energia utilizada é composta da soma de simples equacdes
classicas que descrevem diversas caracteristicas da molécula como: for¢ca da
ligacéo, angulos de ligacao e torcédo, interacdes eletrostaticas, forcas de Van der
Waals (VdW), além de ligacdes de hidrogénio [18]. Alguns dos termos mais

comuns empregados nos campos de for¢ca podem ser vistos na Tabela 1.



Tabela 1. Termos comuns em campos de forgcas. Fonte: Adaptado deYoung, D.
C. (2001) [18].

Nome Uso Termo de energia ‘
Harmdnico Forca de ligacéo k(1—15)>?
Harménico Angulo de ligacio k (8 — 6,)?
Cosseno Torcao k[1 + cos(nf)]
Leonard-Jones 6- Van der Waals k <é>12 B <E>6

12 r Tr
Leonard-Jones 10- Van der Waals " <é)12 _ (§>1°

12 r r
Couldmbiana Eletrostatica 9192

4 wegr

k constantes particulares para os elementos em um certo estado de hibridizacéo.

Cada campo de forca apresenta seu proprio conjunto e complexidade de
termos de energia, tipos de atomos e sistemas para 0s quais sao

parametrizados, além da forma utilizada para obtencéo dos parametros [18].

1.2.2 Mecanica Quantica

A mecanica quantica € capaz de predizer de forma exata as propriedades
de qualquer estrutura quimica, levando-se em conta que se trata de uma correta
descricdo matematica de todos os elétrons do sistema e, portanto, da quimica
por traz deste através da resolucdo da equacdo de Schrodinger (eq. 1) [3,18,
20,21].

Hy = Ey (eq. 1)

H é definido como o operador Hamiltoniano, ¥ como a fungéo de onda e E
a energia do sistema [17]. A func&o de onda i descreve as posicdes eletronicas
e nucleares, sendo esta um retrato do comportamento ondulatério do elétron por

meio de uma descrigdo probabilistica do comportamento eletrdnico [18].

O operador Hamiltoniano H é descrito como:
particulas particulas

H= — Z i+ Z 4i9; (eq. 2)
. 2m; Tij

i i<j



2 2 2
d _ n d _ " 0 _ (eq 3)
ox; 0y; 0z

V# é o operador Laplaciano atuando sobre a particula i, neste caso tanto os
elétrons quanto os nacleos sé@o considerados particulas [19]. Os simbolos m; e
gi S840 a massa e a carga da particula i, e rj € a distancia entre as particulas. O
primeiro termo descreve a energia cinética da particula com uma formulagéo de
onda, enquanto o segundo € a energia devido as atracbes ou repulsbes

coulébmbicas das particulas [18].

Porém, em termos praticos a QM sé pode ser resolvida exatamente para
sistemas com um elétron, pois a resolucdo de sistemas maiores torna esta
equacdo bastante complicada [18,19]. Dessa forma, faz-se necesséario a
utilizacdo de aproximacdes matematicas para a sua aplicacdo. Em muitas
situagbes o tamanho destes sistemas € um fator limitante para a velocidade e
nivel de precisdo do calculo que serd utilizado [3,19].

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a obtencdo de solucbes
aproximadas em sistemas multieletrdnicos [18]. Um bastante utilizado é a
aproximacdo de Born-Oppenheimer que separa 0 movimento nuclear do
movimento atbémico, considerando-se que os nudcleos sao infinitamente mais
pesados que os elétrons, assume-se que 0s nucleos se encontram em posicdes
fixas do espaco, permitindo assim a resolugdo da equacdo de Schrodinger
apenas para os elétrons [19].

A aproximacao de Bohr-Oppenheimer pode ser descrita da seguinte forma:

elétrons 2 nucleo eletrons elétrons
0= — Z Vi _ (eq. 4)
2 i T
; 7 U i<) ij

bY

Onde o primeiro termo corresponde a energia cinética dos elétrons, o
segundo, a atracdo dos elétrons ao nucleo, e o terceiro termo representa a
repulsédo entre os elétrons [18]. O uso de diferentes operadores pode nos
fornecer diversas outras propriedades observaveis, como o momento de dipolo

ou densidade eletronica [18].

O método ab initio mais simples é o Hartee-Fock (HF), o qual usa a

aproximacdo do campo central, em que a repulsdo couldmbica elétron-elétron



atua de forma que todo elétron vé um potencial idéntico que é uma funcéo de
sua distancia em relacdo ao nucleo [18]. Esta abordagem nos fornece um efeito
meédio da repulsdo, mas nao a interacao explicita desta [18]. Por tratar-se de um
calculo variacional, a energia do estado fundamental aproximada calculada é
igual ou maior a energia exata sendo que se tratando de uma aproximacéo do
campo central, as energias calculadas por HF serdo sempre maiores que a
energia exata. Essa diferenca é chamada de energia de correlacdo. Apesar de
toda sua simplicidade calculos HF eram computacionalmente caros até
Roothaan sugerir escrever os orbitais moleculares como uma combinacao linear
de orbitais atbmicos, que depois evoluiu para uma combinacao de funcdes de
base. Os calculos Hartree-Fock-Roothaan (HFR) ndo fornecem a energia HF
exata, mas a medida que o conjunto base é melhorado estas tendem a um valor

limite, denominado limite Hartree-Fock [18].

Uma das principais limitacbes dos célculos HF esta no fato destes néo
levarem em conta o efeito de correlacdo eletronica. Isto se deve ao fato da
abordagem Hartree-Fock levar em conta o efeito médio da repulsdo eletrdnica

ao invés de considerar explicitamente as interacdes elétron-elétron [18].

1.2.3 Métodos Quimico-Quanticos Semiempiricos

A resolucdo da equacdo de Schrodinger em calculos quéanticos, como os
HFR, envolvem um grande numero de integrais. Este numero cresce
aproximadamente com a quarta poténcia do numero de funcdes de base,
podendo chegar a alguns milhdes mesmo em pequenos sistemas [19]. Os
métodos quanticos semiempiricos negligenciam uma grande parte destas
integrais reduzindo assim o tempo computacional gasto para o célculo [19]. Estas
eliminacdes sao realizadas pela introducdo de parametros empiricos ou
previamente calculados, limitando assim seu uso a sistemas contendo os
elementos previamente parametrizados e inseridos no método utilizado [19]. A
principal desvantagem dos métodos SQM esta no niumero de propriedades que
podem realmente ser previstas com confianga, e na qualidade dos resultados
obtidos, uma vez que os resultados obtidos para moléculas diferentes das
introduzidas na base de dados usada para a parametrizacdo do modelo muitas

vezes séo inexatas [18].
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A parametrizacdo utilizada nos métodos semiempiricos permite a
reproducdo de diversos resultados, sendo a geometria e a energia
(normalmente, o calor de formacao) as propriedades mais calculadas para os

sistemas [19].

O método eletrénico 1T de Huckel foi uma das abordagens semiempiricas
pioneiras, nele os orbitais moleculares sdo gerados através de uma matriz de
conectividade de uma molécula, fornecendo informac¢des valiosas sobre
estrutura, estabilidade e espectroscopia [22]. Na sequéncia, Hoffmann estendeu
a teoria de Huckel permitindo a inclusdo de todos os elétrons de valéncia,
permitindo uma grande aplicacdo em sistemas inorganicos e organometéalicos
[22]. Estes métodos iniciais incluiam apenas integras de somente um elétron
[22].

As interacbes entre dois elétrons sO passaram a ser consideradas
explicitamente com a aplicacdo do meétodo Self-Consistent Field (SCF),
inicialmente aplicados aos elétrons 1, como no método Pariser-Parr-Pople que

descreve com confianca o espectro eletrdnico de moléculas insaturadas [22].

Nos ultimos anos, os métodos SQM tém sido bastante aplicados com relativo
sucesso na modelagem de sistemas proteicos e complexos proteina-ligante [1].
Este recente avanco esta diretamente ligado aos desenvolvimentos de métodos
como o MOZYME e adi¢éo de termos de correcao empiricos para as interacées
de dispersédo, uma vez que as interacdes ndo covalentes sao essenciais no

planejamento de farmacos.

Além do aumento do poder computacional nos ultimos anos, o que permitiu
0 uso de métodos semiempiricos em grandes sistemas, como 0s proteicos, foi 0
uso de abordagens como o Método do Orbital Molecular Localizado (LMO),
utilizado no MOZYME. Tais abordagens utilizam como partida estruturas de
Lewis do sistema, e por natureza, sdo aproximac¢des melhores que o ponto de
partida convencional dos métodos SCF [20]. O uso do LMO permite que o custo
computacional cres¢ga quase que linearmente com o tamanho do sistema, ao
contrario dos métodos convencionais em que a dependéncia é na ordem de N3
[23].
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As interacOes de dispersao podem ser definidas como a parte atrativa de um
potencial de interacdo do tipo de Van der Waals entre atomos e moléculas que
nao sao ligados diretamente, seja por ligacdes ibnicas ou covalentes [24]. Uma
vez, que os métodos semiempiricos sdo formulados a partir do método HF, eles
nao descrevem as interagcOes dispersivas corretamente, para iSSO Sao
necessarios metodos correlacionados [25]. Esta deficiéncia na explicacdo das
interacOes ndo covalentes nos métodos SQM podem entédo ser contornadas pela

inclusdo de uma corre¢do empirica para a energia [15].

1.3 Importancia da Compreenséo do Funcionamento das Enzimas

As enzimas sdo pecas fundamentais ao desenvolvimento da vida humana,
desempenhando diversas fun¢des dentro do nosso organismo, muitas dessas
por meio das interacdes que ocorrem entre uma proteina e um ligante [13,23].
Estas macromoléculas desempenham alguns papéis importantes como: a
catélise de uma série de reacfes quimicas essenciais para o funcionamento do
nosso organismo, reconhecimento de pequenas moléculas moduladoras de
mecanismos de transduc¢ao de sinal e regulacéo de genes, entre outras [13, 26].
A alta especificidade molecular destes sistemas desempenha um papel
fundamental no funcionamento do organismo dos seres vivos, estando presente
em todos os processos bioldgicos de maior importancia [27, 28]. Desse modo,
compreender o funcionamento das enzimas é entender como a vida trabalha no

nivel mais fundamental, o nivel molecular [13].

Um dos pontos mais fundamentais na compreensdo do funcionamento
enzimatico € o entendimento das interacbes proteina-ligante [29]. Estas
interacdes influenciam as propriedades de ligacdo estruturais e quimicas das
enzimas, responsaveis pelo controle e modulacdo das func¢des especificas do
nosso organismo. Desse modo, alteracdes nestas propriedades podem resultar
em disfuncbes no nosso organismo que pode levar a doengcas como cancer,

autoimunidade e degeneracdes [27, 29, 30].

As interacdes receptor-ligante em geral correspondem as ligacbes néao
covalentes relativamente fortes, compostas por forcas de Van der Waals,

interacdes hidrofébicas, 11-, ou eletrostaticas [27]. O tipo de interages presentes
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em cada sistema depende da compatibilidade estrutural e energética dos
bioparceiros [27]. A formacdo do complexo proteina-ligante trata-se de um
processo complicado que pode envolver diversos estagios [27]. O processo de
reconhecimento celular consiste basicamente em: (1) reconhecimento primario
do receptor pelo correspondente ligante a uma distancia relativamente grande
por meio de forgas eletrostéticas, (2) orientagdo e mudancas conformacionais de
ambos (receptor e ligante) de modo a obter a interface de contato mais

apropriada, e (3) ligacao fisica das duas biomoléculas [27].

Diante da importancia das interacdes proteina-ligante no entendimento do
funcionamento das enzimas, uma série de estudos computacionais tém sido
realizados com o objetivo de compreendé-las. Estes sistemas tém grande
importancia e aplicacdo na industria farmacéutica, principalmente na area do
planejamento de farmacos [28]. Em func¢éo disto, ao longo das ultimas décadas
diversos algoritmos computacionais tém sido desenvolvidos para auxiliar no
entendimento do mecanismo de funcionamento destas interagdes essenciais no
processo de descoberta de novos farmacos, permitindo assim um notavel
avanco em nosso conhecimento [1,27,28]. Em grande parte este
desenvolvimento se deve em especial a evolucdo das areas como: engenharia
genética e cristalografia de raios X, além de técnicas fisico-quimicas e
computacionais [27].

Os modelos cristalograficos sdo essenciais para estudos computacionais
baseados na estrutura. Estes modelos presentes no PDB consistem em uma
representacéo tridimensional de uma determinada conformacdo da enzima.
Entretanto as proteinas séo sistemas bastante flexiveis, de modo que o uso de
um modelo, representa apenas uma das infinitas conformagdes em que este
sistema pode ser encontrado e consiste numa aproximacéao do real sistema que

se deseja simular.

Mapas de densidade mal resolvidos ndo conseguem indicar a conformacao
mais apropriada para os aminoacidos da proteina dificultando a modelagem
correta das cadeias laterais. De fato, a baixa resolugédo da densidade eletrdnica
permite um determinado aminoacido encaixar nos bolsdes com uma maior
liberdade (ver Figura 2). A modelagem incorreta dos residuos devido as falhas

presentes nos mapas de densidade eletrénica sdo um problema, especialmente
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tratando-se das regides do sitio ativo da proteina devido as possiveis mudancas

gue podem ocorrer nos padrdes de interacao entre a proteina e o ligante.

Figura 2. Mapas de densidade eletrébnica para aminoacidos em diferentes

resolucdes. Fonte: https://pdb101.rcsb.org/learn/quide-to-understanding-pdb-

data/resolution.

O uso de estruturas de alta resolugcédo nao elimina por completo estes erros
presentes nas estruturas, entretanto pode limita-los permitindo assim a obtencéo
de resultados mais préximos do esperado. Em face dos diversos problemas de
modelagem que podem estar presentes, destaca-se a importancia da inspecao
visual realizada em todas as enzimas trabalhadas por eventuais falhas que

pudessem resultar em problemas para a modelagem da regido do sitio ativo.

1.4 Classificacdo e Funcdes Desempenhadas pelas Enzimas

As enzimas sdo classificadas de acordo com suas funcbes e o tipo de

reacoes cataliticas que desempenham. Normalmente as enzimas sao
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classificadas em 6 classes de acordo com o relatério do Comité de Nomenclatura

nomeado pela Uniao Internacional de Bioquimica (1984) [31].

As enzimas séo classificadas em oxidoredutases, transferases, hidrolases,
liases, isomerases, ligases. As oxidoredutases estdo envolvidas em reacdes
redox nas quais atomos de oxigénio ou hidrogénio séo transferidos entre as
moléculas. Transferases s@o responséveis por catalisar a transferéncia um

atomo ou grupo de atomos entre duas moleculas [31].

Por sua vez, as hidrolases estdo envolvidas na catélise de reacfes de
hidrolise de ésteres e tioésteres. Isomerases atuam na catalise de isomerizacdes
moleculares, enquanto que as ligases estdo relacionadas a formacao de uma
ligacdo covalente unindo duas moléculas, juntamente com a hidrolise de um

nucleosideo trifosfato.

As enzimas estdo envolvidas nos mais diversos processos bioquimicos do
Nosso organismo atuando na catalise das reacdes quimicas envolvidas nestes.
Desse modo, as enzimas desempenham as mais diversas fun¢des, atuando nos
mais diversos processo fundamentais para o funcionamento do corpo humano,
sendo alvo de interesse no combate de diversas enfermidades, assim como na
regulacdo de diversos disturbios presentes no nosso organismo. Algumas das
enzimas estudadas no presente trabalho como a Glicosidase atuam no
tratamento de doencas como diabetes, infec¢des virais e distarbios de
armazenamento lisossomal [32]. Ja as Peroxirredoxina apresentam atividade

antioxidante ajudando na eliminacdo de peroxido nos sistemas biologicos [33].

Proteinas contendo Bromodominio 2 estao associadas a esquizofrenia e
transtornos bipolares [34], enquanto que proteinas contendo Bromodomino 4
tém se mostrado potenciais alvos anticancerigenos [35]. Enzimas como a
Diidrofolato Redutase catalisam a conversado do acido félico em acido diidro- e
tetrahidrofélico, sendo assim, essencial para o metabolismo do folato, sintese de

nucleotideos, crescimento e diviséo celular [36, 37].

1.5 Planejamento de Farmacos

Levando-se em consideracdo que 0s seres humanos sdo acometidos por

diversas enfermidades ao longo de sua vida, e que em nossa sociedade atual,
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0os medicamentos sdo de fundamental importancia no tratamento e prevencéo
destas doencas. Por essa razdo, ha uma grande necessidade pelo

desenvolvimento de farmacos eficazes no combate destas moléstias [1].

O processo de descobrimento de farmacos utiliza técnicas como o hts para
a triagem de compostos biologicamente ativos. Entretanto, apesar dos avangos
nas técnicas de automacdo, esta abordagem continua sendo extremamente
trabalhosa, cara e muitas vezes ndo consegue identificar uma série principal
potente [38,39]. Contudo, os mais modernos processos de descoberta de
medicamentos tém focado em trés etapas: (1) a descoberta dos alvos
relacionados a doenca; (2) a descoberta e otimizacdo de novos leads, e (3) o
desenvolvimento de novos medicamentos [40]. Diante disto, métodos in silico
gue usam o planejamento de farmacos baseado na estrutura, tém sido bastante

eficientes no aumento da velocidade e custo-eficacia destes processos [38,39].

A utilizacdo de métodos tedricos pelas industrias farmacéuticas no
desenvolvimento de farmacos € comumente denominada planejamento de
farmacos assistido por computador (CADD) [2,4,41,42]. Estas ferramentas
podem ser aplicadas na identificacdo de novas moléculas leads, otimizacéo de

farmacos, previsédo de propriedades farmacocinéticas e fisico-quimicas [2].

Entretanto, ndo se trata de uma tarefa simples considerando-se que o CADD
normalmente é dependente dos dados fornecidos pelos estudos experimentais,
tornando-o0 menos efetivo em sistemas com mecanismos patogénicos de alta
complexidade [1,4,42].

Alguns dos principais passos e metodologias aplicadas na quimica medicinal
na area de CADD séo: selecao e identificacdo dos alvos, modelagem molecular,
docagem molecular, triagem virtual, amostragem conformacional, fungdes de
pontuacdo, calculos de similaridade molecular, QSAR, dindmica molecular,

modelagem farmacoforica, otimizacdo de geometria e estudos ADMET [43].

As metodologias CADD normalmente s&o divididas em dois grupos:
planejamento de farmacos baseado no ligante (LBDD) e planejamento de
farmacos baseado na estrutura (SBDD) [41]. Normalmente a escolha da
metodologia a ser empregada depende das informacgdes disponiveis, sendo que

ambas podem ser empregadas de forma individual ou conjunta [2,44].
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A melhor abordagem a ser aplicada a um determinado sistema depende
bastante das informacdes disponiveis, sendo que nenhuma metodologia pode
ser considerada superior a outra, uma vez que, dependendo do caso, uma
abordagem pode apresentar resultados superiores em relacdo a outra [44]. A
abordagem baseada no ligante (LB) é comumente utilizada quando as
informacdes sobre a estrutura tridimensional (3D) do alvo ndo estao disponiveis.
Na abordagem LB tem-se conhecimento sobre as estruturas de potenciais
ligantes que sdo utilizados para encontrar compostos quimicos analogos que
possam ser explorados quanto a otimizacao das propriedades fisico-quimicas e

farmacocinéticas [2,41,45].

Estas abordagens s&do bastante utilizadas em estudos de relagOes
guantitativas entre estrutura e atividade (QSAR) e de modelagem farmacoforica,
buscas por subestruturas e similaridade [2,41,44]. J4 a abordagem baseada na
estrutura (SB) necessita obrigatoriamente da disponibilidade de informacdes
estruturais sobre o alvo de interesse [2]. Neste caso, 0 processo de
desenvolvimento do farmaco € realizado com base na estrutura do alvo, estando
as metodologias de docagem molecular e de dinamica molecular entre as mais
utilizadas [2]. Os estudos SB focam na compreenséao tanto do modo de ligacao
das pequenas biomoléculas ao receptor, quanto nos mecanismos de interagao

envolvidos e como estes influenciam na flexibilidade do alvo [2].

1.5.1 Modelagem Molecular

Uma vez que os métodos SBDD dependem das estruturas 3D dos alvos, a
qualidade destas € um fator crucial para a confiabilidade da modelagem
realizada. As estruturas tridimensionais de enzimas sdo obtidas normalmente
por difragéo de raios X ou Ressonancia Magnética Nuclear (NMR), em especial
a primeira [2]. A cristalografia de raios X apesar de ser a técnica mais empregada
na obtencdo de modelos cristalograficos de alta resolucao para proteinas sofre
diversas limitacdes como tempo e custos, além das dificuldades experimentais

para obtencéo e resolugcao das estruturas cristalinas [2].

As estruturas cristalograficas sdo importantes fontes de informacgdes sobre
os alvos proteicos, sendo fundamentais nos estudos das fun¢des enziméticas,

uma vez que sdo imprescindiveis para a realizacdo de modificacdes chaves nas
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estruturas dos candidatos a farmacos durante o processo de planejamento de
farmacos [14,46]. Devido a relevancia dada a existéncia de uma da estrutura
proteica resolvida para os estudos tedricos baseados na estrutura, muita das
vezes faz-se necesséario a realizacdo de alguns pré-tratamentos nestas
estruturas. Comumente encontramos problemas de modelagem como atomos
ou residuos nao resolvidos, as posicfes dos atomos de hidrogénio ndo sdo
determinadas experimentalmente, orientacdes incorretas/distor¢cdes dos atomos
da cadeia lateral e que dependendo da andlise que se deseja realizar necessitam
ser corrigidas [14].

Apés realizadas as correcdes dos problemas de modelagem citados acima
necessita-se a aplicacdo de um refinamento geométrico destas estruturas [14].
Diversas abordagens computacionais tém sido empregadas, desde métodos
classicos como mecanica molecular ou dindmica molecular, até os métodos

mecanico-quanticos como a Teoria de Densidade Funcional (DFT) [11].

1.5.2 Docagem Molecular

A Docagem Molecular surgiu nos anos 80 e tornou-se uma das principais
ferramentas na area de planejamento de farmacos, sendo um dos métodos
baseados na estrutura mais utilizados na identificacdo da conformacédo de
pequenas moléculas ligantes no sitio ativo do alvo [47-50]. Sua capacidade e
velocidade em realizar a triagem de grandes bibliotecas de compostos e
identificar potencias compostos que possam ou ndo modular a fungéo biolégica
das enzimas ou proteinas receptoras a torna uma técnica muito importante para
a triagem virtual, cuja utilizagdo tem crescido a cada ano em fungédo das

reducdes de custos e tempo quando comparado a triagem experimental. [6,7,51].

A docagem originalmente baseia-se no conceito ‘chave e fechadura’ e
consiste numa metodologia para a predi¢édo das conformagdes e orientagdes dos
ligantes com um sitio de ligagdo alvo normalmente utilizados nos estudos de
modelagem estrutural e predicdo da atividade [47,52]. Ela também podem ser
utilizadas em estudos envolvendo eventos moleculares cruciais como, 0s modos
de ligagcao do ligante e suas correspondentes interacdes intermoleculares que

estabilizam o complexo receptor-ligante, assim como, previsbes quantitativas
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das energias de ligacéo, fornecendo uma classificacdo dos compostos com base

na afinidade de ligacdo dos complexos receptor-ligante [48].

A identificacdo das conformacdes de ligacdo mais provaveis depende de
duas etapas em especial: (i) varredura de um grande espaco conformacional do
ligante de modo a representar diversos potenciais modos de ligagéo, (ii) previsao
precisa da energia de interacao associada a cada um destes modos de ligacéo
identificados [39,38].

Diante desta necessidade de exploracdo do espaco conformacional e
precisa predicdo das afinidades de ligagdo, os softwares de docagem acabam
apresentando aos seus usuarios o dilema da escolha entre precisdo dos
resultados e velocidade do algoritmo utilizado [52-53]. Uma vez que, o aumento
na precisdo dos resultados, estd associada principalmente a utilizacdo de
funcdes de pontuagdo mais avancadas ou a uma amostragem mais exaustiva
dos possiveis modos de ligacao e flexibilidade dos ligantes e receptores, o que

em geral acaba aumentando o custo computacional [53].

A amostragem conformacional € um desafio para a docagem proteina-
ligante devido a complexidade de amostrar exaustivamente as possiveis
mudancas na orientacdo e conformacdo relativa do ligante, assim como
mudanc¢as conformacionais da proteina [39,53]. Os métodos de docagem
normalmente tratam a flexibilidade do ligante e da proteina de formas diferentes,
uma vez que o tamanho e o numero de graus de liberdade em uma proteina
acabam por tornar esta uma das questdes mais desafiadoras para a docagem
molecular [39,51]. Deste modo, a capacidade de um algoritmo em lidar com a
flexibilidade molecular intrinseca de um sistema e descrever de forma satisfatoria
as interacdes proteina-ligante € um dos grandes desafios dos programas de

docagem na atualidade em conjunto com as fun¢des de pontuacgéo [7,51].

A dificuldade destes softwares em descrever a flexibilidade para grandes
sistemas esta relacionada com o grande numero de fatores inter-relacionados
gue sdo necessarios para que a possam fazer de forma precisa [50]. Entre os
quais temos: a escolha do campo de forca para o célculo das energias dos
sistemas moleculares, modelo do solvente, proteina alvo e o respectivo ligante,

algoritmo de docagem, método do calculo de energia livre e as aproximacdes



19

necessarias, além dos recursos computacionais necessarios para a docagem de

um unico ligante [50].

A flexibilidade dos sistemas biomoleculares pode ser tratada de trés formas
em estudos de docagem: i) a proteina é considerada rigida e somente os graus
de liberdade rotacionais e translacionais do ligante sdo explorados; ii) a proteina
é considerada rigida e todos os graus de liberdade do ligante sdo explorados, ou
iil) a proteina é considerada totalmente ou parcialmente flexivel e todos os graus

de liberdade do ligante sdo explorados [7].

O método mais simples de ser aplicado € a docagem rigida, em que o
algoritmo simplesmente explora os graus de liberdade translacionais e
rotacionais, filtrando aqueles com baixa complementariedade antes de aplicar a
pontuacdo final [53]. Neste tipo de docagem os angulos e comprimentos de
ligacdo permanecem fixos durante toda a simulacdo [52]. A precisdo desta
abordagem reproduz resultados melhores para moléculas complexadas no sitio

de ligacao da proteina [7].

A docagem flexivel permite que sejam feitas mudancas conformacionais no
sistema, necessitando assim de muito mais recursos computacionais [52]. A
escolha da abordagem empregada deve levar em conta a capacidade do
hardware disponivel, assim como, as caracteristicas do sistema estudado [52].
A flexibilidade da proteina pode ser dividida em quatro abordagens: docagem
soft, flexibilidade da cadeia lateral, relaxamento molecular e docagem com

multiplas conformac@es do receptor (conjunto conformacional de proteinas) [39].

A docagem soft é a abordagem mais simples uma vez que considera de
maneira implicita a flexibilidade da proteina. Ela atua permitindo um pequeno
grau de liberdade a proteina devido a interacdes interatdmicas de Van der Walls
[39]. Na flexibilidade lateral, o backbone da proteina € mantido rigido, enquanto
€ permitido uma amostragem conformacional dos atomos das cadeias laterais.
Ja o relaxamento molecular inicialmente considera a proteina como um corpo
rigido até que o ligante se encontre no sitio de ligacdo e, em seguida, permite-
se um relaxamento dos atomos do backbone e das cadeias laterais proximas do
ligante [29]. Enquanto que a docagem de multiplas conformacfes do receptor

considera a flexibilidade da proteina utilizando um conjunto de estruturas de
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proteinas, de modo a amostrar as possiveis mudancas conformacionais desta
[39,47]. Este conjunto de conformacdes pode ser obtido por meio de simula¢gdes

de dindmica molecular [47,51].

A flexibilidade do ligante pode ser tratada de trés formas, aplicando os
métodos sistematicos, métodos aleatdrios ou estocasticos, ou os métodos de

simulagéo [47].

Alguns dos métodos de busca sistematica sao a construcéo incremental, a
busca conformacional e a busca exaustiva [7,47]. Estes métodos exploram todos
0os graus de liberdade do ligante durante a busca por meio de pequenas
variagdes nos parametros estruturais, mudando de forma gradual a conformacao
do ligante, permitindo ao algoritmo investigar o landscape energético do espaco

conformacional [7,39,48].

A busca exaustiva explora sistematicamente os valores de cada grau de
liberdade de maneira combinatéria, rotacionando todos os angulos diedros de
cada ligante de acordo com a amplitude predeterminada dos valores e as
restricdes geomeétricas e quimicas impostas ao sistema [7,39]. Entretanto, ao
tentar explorar todos os graus de liberdade, estes métodos acabam enfrentando

o problema da explosédo combinatéria [47].

Este problema pode ser resolvido de diferentes formas, entre as quais pode-
se utilizar a divisdo do ligante em partes rigidas (fragmento do ndcleo) e partes
flexiveis (cadeias laterais), de modo que o nucleo € encaixado no sitio ativo, e

na sequencia as regides flexiveis sdo encaixadas de maneira incremental [47].

Na busca randémica, através dos métodos estocasticos, as modificagbes
estruturais nos ligante sdo realizadas de forma aleatéria, de forma que o
algoritmo gere um conjunto de conformacdes moleculares, povoando assim uma
ampla gama de landscapes energéticos [39,47,48]. Este método evita que o
ligante fique aprisionado em um minimo de energia local, aumentando assim a
probabilidade em encontrar um minimo de energia global [48]. Alguns dos
principais algoritmos estocasticos sdo Monte Carlo, algoritmos genéticos,
métodos Tabu Search e métodos de otimizacdo swarm [7,39,48]. A principal
desvantagem destes métodos heuristicos esta na falta de garantia de uma

solugcdo dtima e consequentemente a necessidade de mdltiplas corridas do
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algoritmo de modo a maximizar as chances de encontrar um minimo global de

energia para o sistema [7].

Nestes tipos de algoritmos as mudancas aleatérias podem ser aceitas ou
rejeitadas de acordo com um critério probabilistico que leva em consideracao as
energias das solucbes antes e ap0s as mudancas aleatorias [7,39]. Os
algoritmos genéticos buscam o modo de ligacdo baseando-se na ideia do
processo evolucionario em sistemas bioldgicos, analisando um conjunto de

populacdes por meio da selecéo natural [7,39].

Os métodos de simulacdo mais utilizados sdo a dinAmica molecular e a
minimizagdo de energia [47]. Normalmente, estes métodos sdo limitados pela
dificuldade de encontrar os minimos globais, sendo assim mais utilizados como

técnicas complementares a outros métodos de busca [48].

Outro desafio para a docagem molecular sdo as aguas cristalograficas que
podem desempenhar um papel essencial na ligacdo proteina-ligante, estando
muitas vezes envolvidas nas interacdes entre a proteina e o ligante, resultando
num delicado equilibrio de forcas, cuja modelagem de forma precisa acaba por
ser bastante complexa [47,48]. Em alguns estudos pode-se observar a
importancia das aguas cristalograficas para a modelagem destes sistemas,

mehorando consideravelmente a taxa de sucesso do modo de ligacéo [53].

As func¢des de pontuagdo sdo uma ferramenta essencial dos métodos de
docagem, uma vez que estimam as energias de ligacdo dos complexos receptor-
ligante [7,39,48,53]. A variacdo de energia da formacédo do complexo proteina-
ligante é dada pela constante de ligacdo (Kqg) e pela energia livre de Gibbs (AGL).
A previsdo da energia de ligacdo é feita pela analise de parametros fisico-
quimicos importantes que estdo envolvidos na ligacdo enzima-ligante, como as

interacdes intermoleculares, dessolvatacéo e efeitos entropicos [48].

Apesar dos avancos nas metodologias de docagem molecular, a previsao
de forma confidvel das energias de ligagdo dos complexos proteina-ligante ainda
€ uma tarefa dificil [54,55]. A parametrizacdo de forma eficiente destas funcdes
de pontuacfes é uma tarefa bastante complexa, devido a uma série de fatores
como aproximacOes matematicas, dificuldade de parametrizar os termos e

eventos moleculares [44,56].
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Quanto maior o numero de parametros fisico-quimicos avaliados, maior a
precisdo da funcdo de pontuacdo, entretanto o custo computacional cresce
proporcionalmente ao nimero de parametros, de modo que se deve buscar um
equilibrio entre o nimero de parametros avaliados e a velocidade do célculo
[39,48].

As funcdes de pontuacdo podem ser divididas em: baseadas em campo de
forca, empiricas, baseadas no conhecimento, e consensuais. As baseadas no
campo de forca estimam a energia de ligacdo por meio da soma dos termos de
ligacdo e dos nao-ligantes em uma funcdo mestre [48]. As interacdes entre o
ligante e o receptor séo mais frequentemente descritas utilizando os termos de
energia de Van der Waals e os eletrostaticos [47]. O termo de energia de Van
der Walls é dado pelo potencial de Lennard-Jones e os termos eletrostaticos
representados pela formulacdo couldbmbica como uma funcdo dielétrica

dependente da distancia [47].

Algumas das limitacbes das funcdes de pontuacédo baseadas no campo de
forca sdo: a ndo inclusdo de termos entropicos e de solvatacdo, além da
necessidade de introduzir distancias de corte para o tratamento das interagdes
nao-ligantes, o que dificulta um tratamento preciso dos efeitos de longo alcance

envolvidos na ligacao [39,47].

As funcbes de pontuacao empiricas foram introduzidas como uma alternativa
mais veloz em relacao as baseadas no campo de forca [50]. Estas funcbes séo
ajustadas para reproduzir os dados experimentais, como energias de ligacao
e/ou conformacdes, e baseiam-se na ideia de que as energias de ligagdo podem
ser de forma aproximada a soma dos termos nao correlacionados [47].
Normalmente estas funcdes representam a energia livre de ligacdo como a soma
ponderada de termos de interacdo como ligacdes de hidrogénio e contatos
hidrofébicos [44]. A vantagem das func¢des empiricas é que 0s seus termos sédo
geralmente simples de avaliar, entretanto esta é dependente do conjunto de
dados utilizados para realizar a analise da regressédo e do ajuste dos dados
[7,39,47].

As funcbes de pontuacdo baseadas no conhecimento sédo utilizadas para

reproduzir as estruturas cristalograficas em vez das energias de ligacéo [57]. Os
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complexos proteina-ligante sdo modelados utilizando um simplificado potencial
atdmico de interacdo-par [47]. Estes potenciais sdo construidos levando-se em
conta a frequéncia com que dois atomos diferentes sdo encontrados dentro de
uma determinada distancia no conjunto de dados estruturais [48]. Estes dados
dos pares de &tomos sao transformados em um pseudopotencial, também
chamado de potencial de forca média, que descreve as geometrias preferiveis
dos pares de atomos proteina-ligante [7,39]. Uma vez que as funcdes baseadas
no conhecimento ndo se baseiam na reproducéao das afinidades de ligagao ou
em calculos ab initio, elas acabam por oferecer um adequado equilibrio entre
precisdo e velocidade [48]. Essa simplicidade computacional permite uma

triagem eficiente de grandes bases de dados de compostos [47].

Devido &s imperfeicbes presentes em todos os tipos de funcbes de
pontuacdes utilizadas, tem-se desenvolvido as chamadas funcdes de pontuacao
baseadas em consenso [47]. Estas fun¢des combinam informacdes de diferentes
pontuacOes para balancear os erros e melhorar a probabilidade de identificar os
verdadeiros ligantes [47]. Entretanto, estas funcdes consensuais podem ser
significantemente correlacionadas, o que pode ampliar os erros nos calculos, ao

invés de equilibra-los [47].

Uma vez que todas as abordagens utilizadas para construir as funcdes de
pontuacao apresentam problemas, o uso da mecéanica quantica tem se mostrado
uma alternativa para uma descricdo confidvel das interacdes ndo covalentes dos
complexos proteina-ligante [55,56]. Os métodos mecanico-quanticos sao
capazes de descrever de forma precisa os fenbmenos quanticos envolvidos na
ligacdo proteina-ligante, assim como a transferéncia de carga, ligagbes com
halogénios e a formacéo de ligagBes covalentes [55]. O alto custo computacional
exigido pela utilizacdo de abordagens mecéanico-quanticos pode ser reduzido

pela utilizacdo de abordagens mecanico-quanticos semiempiricas [55].

Atualmente existem no mercado dezenas de softwares para docagem
molecular sejam eles académicos ou comerciais. Estes programas possuem dois
componentes criticos que sdo o algoritmo de amostragem e a funcdo de
pontuacgao utilizada, uma vez que estes determinam respectivamente, o poder
de amostragem e o de pontuacdo [39,58]. Alguns dos mais utilizados séo o

GOLD, Glide e o AutoDock [52,58], entretanto isto ndo significa que estes séo
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os softwares que apresentam os melhores resultados como pode ser observado
no estudo de Wang, Z.[58].

Wang, Z. [58] avaliou a capacidade de predicao das poses de ligacdo e
classificacdo das afinidades de ligacdo para dez softwares de docagem
moléculas, sendo cinco deles académicos (AutoDock, AutoDock Vina, LeDock,
rDock e ECSF DOCK) e cinco comerciais (LigandFit, Glide, GOLD, MOE, DOCK
e Surflex-Dock). Foram analisadas as docagens de trés diferentes tipos de
conformacdes (conformacéo original, rotacionada e otimizada) para os ligantes
dos 2002 complexos estudados. GOLD e LeDock foram os que apresentaram os
melhores resultados, 59,8% para as top poses e 80,8% para as best poses,
respectivamente. Além disso, observou-se que AutoDock, AutoDock Vina,
LigandFit e GOLD sao relativamente mais sensiveis as estruturas de partida dos
ligante e que LeDock, rDock, UCSF DOCK, GLIDE, MOE Dock e Surflex-DOCK
nao sao sensiveis as conformacdes de partida dos ligantes. O GOLD foi o
software que apresentou o melhor poder de amostragem para as melhores
pontuacgdes, entretanto ndo apresenta um bom poder de classificagdo para as
melhores poses. Por fim, concluiu-se que nenhum programa de docagem possui
ampla vantagem sobre os outros, sendo que a escolha do melhor software

depende do sistema analisado.

O AutoDock consiste num conjunto de softwares livres com cédigo aberto
que podem ser utilizados para a docagem de pequenas moléculas em receptores
macromoleculares. Ele pode ser usado para desde o estudo de interacdes e
modos de interacdo de sistema proteina-ligante, até a triagem virtual de grandes
bibliotecas de compostos. O AutoDock possui uma série de ferramentas que
podem ser utilizadas para aumentar a precisao dos resultados obtidos, como os
métodos implementados para o tratamento da flexibilidade das cadeias laterais

e tratamento explicito de aguas estruturais [6].

O software emprega um algoritmo de busca estocastico, em que o conjunto
de conformacgbes docadas sdo agrupadas de modo a permitir a analise da
consisténcia dos resultados. Resultados altamente agrupados indicam que o
procedimento de busca conformacional é exaustivo o suficiente para garantir a
cobertura de todo o espaco conformacional acessivel. Devido a natureza

estocastica da busca conformacional ndo é possivel garantir a obtencdo de um
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minimo global para a solucdo encontrada, necessitando assim a realizacao de

experimentos de redocagem para a validacao do protocolo de docagem utilizado

[6].

1.6 Utilizacdo dos Métodos Mecanico-Quanticos Semiempiricos para
Docagem Molecular

Os métodos semiempiricos tém sido amplamente utilizados nos estudos de
docagem molecular como forma de aumentar a precisao dos resultados obtidos.
Sendo utilizado para o calculo de cargas parciais, melhorar a predicdo das
afinidades de ligacéo assim como o ranqueamento das poses docadas, além de

sua utilizacdo em etapas pés-docagem.

Bikadi, Z. e Hazai, E. [5] utilizaram os métodos de célculo de cargas de
Gasteiger e de cargas parciais PM6 para investigar a precisdo da docagem
através do programa AutoDock 4, utilizando a fun¢éo de pontuacao original deste
para investigar 53 complexos proteina-ligante. Os resultados obtidos mostraram
que a predicdo da geometria do complexo melhora significativamente quando
usadas as cargas parciais semiempiricas PM6 tanto nas proteinas quanto nos
ligantes, elevando consequentemente a precisdo da docagem. Para os 53
complexos analisados utilizando cargas parciais PM6, 42 destes tiveram a sua
geometria predita corretamente, enquanto que somente 28 geometrias foram
preditas de forma correta utilizando as cargas de Gasteiger. Apesar da visivel
melhora na predicdo das geometrias e consequentemente na precisdo do
meétodo de docagem, a funcéo de pontuacédo utilizada ndo apresentou influéncia
do uso de cargas parciais PM6, o que pode ser explicado entre outros fatores
pelo fato desta funcéo de pontuacdo ser otimizada para o uso das cargas de

Gasteiger.

Em outro trabalho utilizando nove métodos de cargas empiricas e
semiempiricas, Hou, X. et. al. [8] avaliou o impacto da utilizagdo das cargas AM1-
BCC, Del-Re, formal, Gasteiger-Marsili, Gasteiger-Htckel, Htckel, MMFF,
Pullman e Hartree-Fock na preciséo da docagem utilizando o software AutoDock
4.2. Avaliou-se a performance das cargas em 52 complexos proteina-ligante que

possuiam estrutura cristalografica conhecida e dados de energia de ligacao
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experimentais disponiveis. Todos os ligantes foram extraidos dos complexos e

redocados dentro de suas respectivas proteinas.

Os parametros do AutoDock 4.2 foram mantidos nas configuracfes padroes.
Os ligantes foram considerados flexiveis, enquanto as proteinas rigidas,
enquanto que o algoritmo de busca conformacional utilizado foi o algoritmo
genético Lamarkiano. Os resultados mostraram as cargas Gasteiger-Huckel
como as com maior taxa de sucesso, enquanto as cargas Hartree-Fock foram as
gue apresentaram a menor taxa. Os nove métodos foram classificados da
seguinte forma quanto sua taxa de sucesso: Gasteiger-Hickel > Pullman > Del-
Re > AM1-BCC > Gasteiger-Marsili > formal > Hiickel > MMFF > Hartree-Fock.
Além disso os resultados demonstraram uma maior taxa de sucesso para 0s

ligantes entre 6-10 ligacBes rotacionaveis.

Stigliani, J. et. al. [59] propés uma abordagem de docagem para a obtencao
de informacdes sobre o modo de ligagdo de novos inibidores InhA (enoil-ACP
redutase), com o objetivo de usar esta abordagem na triagem e planejamento de
novos potenciais inibidores da InhA. No trabalho uma abordagem de multiplas
conformacdes do receptor foi usada para desenvolver e validar um método de
docagem utilizando 4 estruturas e cinco inibidores InhA. Cada um dos inibidores
foram docados nas diferentes estruturas InhA utilizando o software AutoDock
Vina. Todas as poses da docagem foram minimizadas no sitio de ligacdo com
um campo de forga de mecanica molecular e em seguida tiveram suas energias
de interagdo proteina-ligante calculadas com o auxilio do método semiempirico
PM6-DH2.

As conformac0des esperadas nao foram necessariamente ranqueadas pela
funcdo de pontuacao do AutoDock Vina e a melhor conformacéao do ranking foi
diferente da esperada na estrutura cristalogréafica. Estas divergéncias podem ser
explicadas em muitos casos por dificuldades geradas pela flexibilidade ou grupo
quimico de algum residuo, uma vez que cadeia lateral dos aminoacidos possuem
uma grande amplitude de movimento na regido do sitio de ligacdo. O método
PM6-DH2 mostrou-se uma otima ferramenta pds-docagem de otimizacdo na
localizac@o dessas classificacdes improprias de poses pelo Vina. Foi possivel
observar que em muitos casos a otimizacao tanto dos inibidores quanto das

cadeias laterais dos aminoacidos em torno do sitio de ligacdo melhoram a
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posicdo dos ligantes nestes, além de permitir o surgimento de importantes
interacOes. Com esta otimizacdo nas interacdes torna-se possivel a recuperacao

das conformacdes bioativas de cada ligante.

Pecina, A. et. al. [54] realizou uma adaptacdo da funcdo de pontuacdo
baseada em mecanica-quantica semiempiricas para tornar esta aplicavel na
triagem virtual de pequenas moléculas, através da utilizagdo apenas dos termos
AEint € AAGsolv definiu-se a energia do chamado ffiltro SQM/COSMO’. Ao
comparar o filtro SQM/COSMO com as funcBes de pontuacdes empiricas
GlideScore XP, PLANTS PLP, AutoDock Vina, Chemscore, Goldscore e
ChemPLP, a funcdo baseada no conhecimento ASP e a baseada em campo de
forca AMBER/GB observou-se que o filtro SQM/COSMO apresentou 0 menor
namero de falsos positivos, sendo este nimero zero para trés dos cinco sistemas
estudados. O filtro SQM/COSMO permitiu ndo apenas reconhecer a pose do
ligante de maneira correta como também avaliar pequenas modificacfes na

geometria da ligacdo do ligante.

Em outro artigo, Pecina, A. et. al. [55] obteve sucesso na aplicagdo de uma
funcdo de pontuacéo baseada em SQM para a analise de uma pequena serie de
moléculas inibidoras de vérias classes de enzimas como oxidoredutases,
proteases e quinases. Neste estudo os autores testaram o poder de classificacdo
da funcdo SQM/COSMO no nivel DFTB3-D3H4X para uma serie de inibidores
da anidrase carbonica Il (CAIl) e comparou-a com funcdes de pontuacgéo
classicas (presentes no GOLD, DOCK 6, AutoDock Vina e AutoDock 4) e a
funcdo de pontuacdo mecéanico-molecular AMBER para um conjunto de 10
compostos contendo um grupo benzenosulfonamida. A funcdo de pontuagéo
SQM/COSMO apresentou uma correlacdo razoavel com os dados de ligagédo
experimentais, apresentando um r? de 0.69, enquanto as demais funcdes
apresentaram resultados ruins ou nulos. Ao omitir as aguas cristalinas da funcéo
de pontuagdo, observou-se uma diminuicdo da correlacdo destes com as
funcGes de pontuacdo com excecdo das funcées AMBERMF/PB (1> = 0.28) e
AMBERMF/COSMO (r? = 0.51), que teve uma correlacdo comparavel a
SQM/COSMO (r> = 0.58) que novamente foi a funcdo de pontuacdo que

apresentou os melhores resultados.
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Como mostrado, a utilizacdo dos métodos semiempiricos tém se mostrado
uma ferramenta util para o aumento na performance dos estudos de docagem
molecular sendo aplicado nas diversas etapas do processo. Os métodos
semiempiricos tém sido aplicados com sucesso tanto em etapas de preé-
docagem como o calculo das cargas parciais tanto do ligante quanto da proteina
utilizando estes métodos, como em etapas de pds-docagem otimizando os
resultados da docagem, como uma forma de reduzir os desvios entre a estrutura

experimental e a estrutura predita.

Diante da necessidade do desenvolvimento de novos farmacos e da cada
vez maior aplicacado de metodologias computacionais para a reducéo dos custos
associados ao desenvolvimento do novo farmaco buscou-se avaliar utilizacao de
cargas semiempiricas para a docagem de compostos utilizando o software
Autodock. No presente estudo foram avaliados tanto o raio de corte na proteina
para a otimizacdo da geometria com os métodos semiempiricos, quanto o raio
de corte da proteina para a substituicdo das cargas de Gasteiger por algumas
das cargas SQM presentes no software MOPAC.



29

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade de alguns dos métodos mecanico-quanticos
semiempiricos presentes no software MOPAC para os estudos de docagem
molecular e otimizacédo da geometria dos ligantes em sistemas biologicos.

2.2 Objetivos Especificos

e Para o0s sistemas estudados determinar o melhor método
semiempirico para otimizacdo da geometria de complexos ligante-
proteina com base em analises de RMSD.

e Investigar a influéncia do raio de corte da proteina para a otimizacéo
de geometria do ligante utilizando os métodos semiempiricos.

e Determinar a influéncia das cargas parciais dos ligantes nos estudos
de docagem.

e Determinar o melhor método semiempirico para obtencdo das cargas
parciais tanto da proteina quanto do ligante para a enzima nos estudos

de docagem com base em analises de RMSD.
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3.1 Selecao dos Alvos Moleculares
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Inicialmente foram realizadas buscas sobre potenciais alvos terapéuticos em

bases de dados como PUBMED, SciFinder, ScienceDirect, Web of Science.

Definiu-se os alvos a serem trabalhados no presente trabalho, Tabela 2, e os

modelos cristalograficos destes sistemas foram obtidos a partir do Repositorio

de Estruturas Cristalograficas de Proteinas, o Protein Data Bank (PDB),

disponivel em https://www.rcsb.org/.

Tabela 2. Alvos moleculares estudados.

Codigo Macromolécula Classe

PDB
Z=1:(&  Chaperona molecular Chaperona
HSP82 dependente de
ATP
5J2X Proteina de choque Chaperona
- térmico HSP90-alfa

20QP8 Beta-secretase 1 Hidrolase

ZAW/=ier  Beta-glicosidase A Hidrolase

6F22 7,8-Dihidro-8- Hidrolase
- oxoguanina trifosfatase

6H8R Proteina tirosina Hidrolase

fosfatase ndo receptora
tipo 5

3KTL Glutationa S- Trasnferase
- transferase Al

4GCJ Quinase dependete de  Transferase
- ciclina 2

4KD1 Quinase dependete de  Transferase
- ciclina 2

4IVA Proteina tirosina Transferase
- quinase JAK2

4RFZ Proteina tirosina Transferase
- quinase BTK

Ligante

CT5

6DL
SC7
LGS

Cc9B

FWB

GTX

X64

1QK

135

30V

Resolucgéo

1.6

1.22

15

1.85

1.55

1.66

1.75

1.42

1.7

15

1.17


https://www.rcsb.org/

5SMOH

2W9H
3MNG
4GCA
4AMMM
5CC9
S5H2Z

6DDW
3N86

3RN8

5HZ8

Subunidade alfa da
caseina quinase Il
Dihidrofolato redutase
Peroxirredoxina-5
Aldose redutase
Peroxirredoxina-5
Dihidrofolato redutase
Dihidroorotato
desidrogenase
Dihidrofolato redutase
3-Desidroquinato
desidratase

Receptor de glutamato
2

Proteina de ligacdo a
acidos graxos —
adipdcito

Galectina-3

Proteina de ligacéo a
acidos graxos —
coragao

Proteina de ligacéo a
acidos graxos —
adipdcito

Receptor do fator de
crescimento endotelial
vascular 2

Proteina contendo
bromodominio 2
Proteina contendo

bromodominio 4

Transferase

Oxidoredutase
Oxidoredutase
Oxidoredutase
Oxidoredutase
Oxidoredutase

Oxidoredutase

Oxidoredutase

Liase

Proteina
transportadora
Proteina
transportadora

Proteina de ligacao a
agucar
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Neste estudo foram utilizadas apenas estruturas resolvidas por cristalografia

de raios X de alta resolucédo. A resolucao dos sistemas trabalhados encontra-se

entre 0.89-1.9 A. Como mostrado no trabalho de Bikadi, Z. e Hazai, E. [5], 0 uso



32

de estruturas cristalograficas de alta resolu¢cdo tem como objetivo aumentar a
confiabilidade tanto da qualidade dos dados experimentais que estdo sendo

utilizados no estudo quanto da modelagem dos sistemas.

Os sistemas escolhidos possuiam apenas uma pequena molécula ligante
gue exercesse influencia na funcdo da enzima. Além dos fatores citados, levou-
se em conta para a escolha dos alvos a diferenca entre os valores estatisticos
R-FREE e R-WORK, que sdo parametros estatisticos disponiveis no proprio
PDB, os quais, avaliam o grau de ajuste do modelo tedrico aos resultados

experimentais.

O valor definido como aceitavel para a diferenca entre o R-FREE e 0 R-
WORK foi de que este seja em torno de 0.5. Apds a selecdo das enzimas para
os alvos de interesse realizou-se uma inspecdo visual na sequéncia de
aminoacidos em todas as estruturas selecionadas utilizando o software PyMol
com o objetivo de eliminar modelos que apresentassem quebras na sua

sequéncia de aminoacidos.

3.2 Preparo das Estruturas

Definidos os arquivos PDB das enzimas de interesse realizou-se o preparo
dos mesmos para a execucao dos calculos computacionais. A primeira etapa
consiste na identificacdo, por meio do software PyMOL, do nimero de cadeias
poliméricas presentes em cada uma das enzimas e posterior selecdo de uma

destas cadeias, nos casos de enzimas com duas ou mais cadeias polipeptidicas.

Em seguida, identificou-se e corrigiu-se as cargas e ligagoes do ligante. Os
ligantes cristalograficos de cada uma das enzimas estudadas encontram-se na
Figura 3. Esta etapa é realizada no software CAChe Worksystem Pro v.6.02.
Para a correcdo dos ligante sao utilizadas as préprias informacdes disponiveis
no site do RCSB na se¢do Small Molecules que traz diagramas 2D e interacdes
com os residuos do sitio ativo destas pequenas moléculas, além do auxilio da

base de dados do PUBCHEM, disponivel em https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.

Em seguida realizou-se a correcdo de outras pequenas moléculas como
cofatores, cations, anions. E por fim adiciona-se os atomos de hidrogénios para

completar a valéncia de todo o sistema e as corre¢cdes sao salvas num novo



33

arquivo no formato PDB. Por fim é realizada uma inspecéao visual de todos os
residuos presentes na proteina para identificar possiveis problemas na

modelagem do sistema estudado.



Figura 3. Estruturas dos ligantes complexados as enzimas estudadas.
Fonte: PUBCHEM, disponivel em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/.
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3.3 Preparo dos pseudoreceptores

Como regido mais importante da enzima para o estudo das interacdes entre
a proteina e o ligante é o sitio ativo [57]. A otimizacao dos ligantes e calculos das
cargas atdmicas serdo realizadas utilizando-se como sistemas apenas 0S

residuos entorno da molécula ligante, ou seja, pseudoreceptores.

Recentemente, tem sido utilizado o conceito de pseudoreceptores para
simular este ambiente tridimensional a um baixo custo computacional. Tal
conceito baseia-se em trés pontos fundamentais: i) os sitios de interacao ligante-
receptor sao definidos, ii) o0 ndcleo do modelo pseudoreceptor é construido em
torno dessa hipétese, e iii) as coordenadas do modelo sdo otimizadas para
aumentar a precisdo dos calculos de energia de ligacdo em estudos de
validacdo. Portanto, neste trabalho sera utilizado apenas a regiao do sitio ativo
para otimizacdo dos ligantes no ambiente proteico e o calculo das cargas

semiempiricas dos sistemas estudados.

No caso da otimizagéo utilizando os métodos semiempiricos o sistema sera

formado pelo ligante e todos os residuos, moléculas de agua, ions e outras
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pequenas moléculas situadas a uma distancia de 4, 6, 8 e 12 A de qualquer

atomo do ligante.

Enquanto os sistemas utilizados para o célculo das cargas atdbmicas sédo
compostos apenas pelos residuos, moléculas de agua, ions e outras pequenas
moléculas situadas a 4, 6, 8 e 12 A de qualquer atomo da molécula ligante.
Utilizando-se a ferramenta AROUND do software PyMol para a selecdo do
ligante, assim como de todos os residuos dentro do raio de corte da proteina.
Em seguida todos os residuos, aguas cristalograficas e pequenas moléculas fora

do raio definido sao eliminados.

Adiciona-se hidrogénios aos atomos envolvidos nas ligacBes peptidicas
rompidas de modo a manter a valéncia destes atomos, e salva-se novamente

um arquivo PDB contendo os pseudoreceptores.

Na etapa subsequente todos os sistemas sédo convertidos para o formato
MOP utilizando o software OpenBabel versdo 2.4.1. ApGs a conversdo dos
arquivos, estes foram editados utilizando o editor de textos TextPad para
restringir a movimentacgao de todos os atomos do sistema com excec¢ao dos que

compdem a molécula ligante e atomos de hidrogénio.

3.4 Calculos semiempiricos

Os calculos de otimizacdo de geometria foram realizados para todos os
complexos utilizando os métodos semiempiricos AM1, PM3, PM6, PM6-DH+,
PM6-D3, PM6-D2HX, PM6-D3H4X, PM7 e RM1 disponiveis no software MOPAC
2016. Em todos os calculos todos os atomos da proteina, aguas e outras
moléculas que nado correspondessem ao ligante eram mantidos fixos, tendo
apenas seus hidrogénios otimizados através da keyword OPT-H. Todos os
sistemas foram otimizados utilizando solvente implicito, com a constante
dielétrica igual a da agua, 78.4 para um sistema com um raio de corte igual a 4,
6,8e 12 A.

A utilizacdo de solvente implicito se deu pelo fato de enzimas serem
sistemas bioldgicos que estdo imersos em solucéo aquosa, logo a utilizacdo um
meio com constante a dielétrica da Agua apresenta-se como uma boa alternativa

para simular o ambiente aquoso em que estas normalmente se encontram.
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Todos os sistemas foram otimizados utilizando o algoritmo de otimizagéo L-
BFGS e o algoritmo MOZYME. As principais keywords utilizadas foram:
PDBOUT, OPT-H, EPS=78.4, MOZYME e CHARGE= X (X corresponde a carga

de cada complexo).

Enquanto que os calculos das cargas parciais foram realizados para todos
0s complexos utilizando os métodos semiempiricos AM1, PM3, PM6, PM7 e
RM1. O modelo de cargas calculado foi 0 modelo padrédo do MOPAC, cargas de
Mulliken. Em todos os céalculos todos os atomos do sistema foram mantidos fixos
por meio da keyword NOOPT. Os calculos foram realizados utilizando solvente

implicito, com a constante dielétrica igual a da 4gua, 78.4.

Todos os sistemas foram otimizados utilizando o algoritmo de otimizacao L-
BFGS e o algoritmo MOZYME. As principais keywords utilizadas foram:
PDBOUT, NOOPT, EPS=78.4, MOZYME e CHARGE= X (X corresponde a carga

de cada complexo).

Todos os sistemas foram considerados otimizados apds a norma do
gradiente para cada otimizacdo ser menor que 10.0. Este valor é considerado
satisfatorio pelo proprio software para grandes sistemas moleculares, como 0s
proteicos. Os complexos que apresentaram a norma do gradiente superior a 10.0

foram reotimizados mantendo-se as keywords previamente definidas.

3.5 Docagem Molecular

A docagem molecular foi realizada utilizando o software AutoDock 4.2. Os
arquivos de entrada no formato PDB foram preparados utilizando o software
PyMOL. Um dos arquivos era constituido apenas da molécula ligante, enquanto
0 outro arquivo era composto apenas pelos aminoacidos da proteina, moléculas
gue desempenham a funcéo de cofatores, e moléculas de agua cristalograficas

que fossem importantes para a interacdo proteina-ligante.

Os arquivos PDB foram convertidos para o formato PDBQT utilizando o
proprio AutoDock. Inicialmente todas as rotacdes do ligante foram mantidas
ativas, sendo desativadas apenas quando necessario. Definiu-se o tamanho do
grid de acordo com o ligante utilizado em cada sistema e utilizou-se como

meétodo de busca o Algoritmo Genético Lamarkiano com uma busca por 100
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conformacdes. Os demais parametros foram mantidos com as configuracoes
padrdo fornecidas pelo AutoDock. Em alguns sistemas, apds a busca por 100
conformacdes utilizando o algoritmo genético verificou-se a necessidade da
adicdo de algumas moléculas de 4gua importantes para a interagdo proteina-
ligante. ApOs a adicdo das moléculas de agua cristalograficas ao arquivo de
entrada contendo a proteina realizou-se uma nova busca conformacional

mantendo-se todos os parametros definidos anteriormente.

Apos a docagem de todos os 28 complexos utilizando as cargas de
Gasteiger, modelo de cargas padrédo do AutoDock, realizou-se a docagem dos
sistemas utilizando um modelo hibrido de cargas. As cargas presentes na regiao
entorno do ligante foram substituidas pelas cargas parciais semiempiricas
calculadas anteriormente no software MOPAC, sendo mantido para o ligante e

demais residuos da proteina as cargas padrdo do AutoDock.

Inicialmente as cargas de Gasteiger foram substituidas nos residuos a 4, 6,
8 e 12 A como definido na secéo 3.4., a substituicdo das cargas foi realizada por
meio de um script desenvolvido em nosso laboratério. As cargas dos hidrogénios
apolares foram somadas as cargas dos atomos pesados aos quais estavam
ligados. Além das cargas dos residuos da proteina foram substituidas as cargas
das aguas estruturais quando presentes na docagem, assim como as cargas dos
cofatores quando estes encontravam-se dentro do raio de corte definido para o

calculo das cargas.

3.6 Anéalise do RMSD

Apés a otimizacgéo dos ligantes utilizando o MOPAC comparou-se os ligantes
otimizados com o0s respectivos ligantes cristalograficos por meio do desvio
quadratico médio utilizando o software Visual Molecular Dynamics. Com base
nos valores de RMSD serédo realizadas analises sobre a qualidade dos métodos

semiempiricos utilizados nos processos de otimizacao de estruturas.

Os resultados da docagem foram analisados por meio do RMSD fornecido
pelo proprio software AutoDock 4.2, assim como por meio da analise dos clusters

de menor energia de cada sistema.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 mostra a diversidade de classes do conjunto de enzimas
analisados. Como destacado por Chen, Y. [52] os programas de docagem
molecular, como o AutoDock, sdo parametrizados para resolver um conjunto
diversificado de complexos proteina-ligante. Portanto, para sistemas
semelhantes aos utilizados na parametrizacdo os softwares devem apresentar
um desempenho consistente com este tipo de sistema. Contudo, a utilizacao de
sistemas com caracteristicas diferentes dos utilizados na constru¢édo do método,
podem apresentar desvios significativos, devendo ser assim analisados com

cautela.

Desse modo, utilizou-se diferentes classes de proteinas para verificar a
robustez dos meétodos empregados, uma vez que, principalmente para as
funcdes de pontuacéo, os resultados podem ser bastante sensiveis ao conjunto
de dados utilizado. Em especial quando os sistemas estudados sao bastante
diferentes dos utilizados para a parametrizacdo do método.

Figura 4. Classificacdo das enzimas estudadas.
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As moléculas ligantes apresentam varios niveis de complexidade, além de
uma grande diversidade quimica. Encontram-se desde moléculas pequenas e
simples como o ligante D1D que contém apenas 10 atomos até moléculas
grandes e complexas como o ligante A6J com 83 &tomos. Os ligantes podem ser
observados na Figura 3.

4.1 Otimizag&do de geometria no MOPAC

Os resultados da otimizacéo dos ligantes apresentaram valores na faixa de
0.1-2.3 A. Apenas uma otimizacdo apresentou RMSD acima do valor
considerado satisfatério que foi 0 método PM3 para a enzima 4BM8 com um raio
de corte de 4 A. Sendo que os demais resultados se encontram na faixa de 01-
1.7 A de RMSD. Estes resultados mostraram o bom desempenho dos métodos
semiempiricos presentes no MOPAC utilizando: solvente implicito, algoritmo
MOZYME e otimizando todos os hidrogénios dos residuos cristalograficos. De
fato, a literatura considera desvios abaixo de 2.0 A em relacdo a estrutura
experimental como satisfatoria para sistemas biomoleculares [5,8]. Os valores
médios de RMSD para os ligantes otimizados com os raios de corte de 4, 6, 8 e
12 A podem ser observados na Figura 5. Os valores de RMSD para cada método

semiempirico em cada um dos sistemas encontra-se no Apéndice A.
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Figura 5. Valores médios do RMSD dos ligantes para os métodos semiempiricos
utilizados com um raio de corte na enzima de 4, 6, 8 e 12 A entorno da molécula

do ligante.

1.5

AS indica o tamanho em do raio de corte em torno do ligante na enzima (4,6, 8, 12 A) na
enzima
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Na Figura 5, pode ser observado que o tamanho do sitio ativo né&o
apresentou influéncia significativa nos resultados. Uma vez que a diferenca entre
as médias dos métodos para cada raio de corte varia no maximo em 0.03 A.
Entre os sistemas analisados o raio de corte de 4 A apresentou as menores
médias para 13 ligantes, enquanto o raio de corte de 6 A apresentou o menor
RMSD para 9 ligantes. O custo computacional aumenta com o tamanho do

sistema, logo n&o se justifica a utilizagc&o de um raio de corte maior que 4 A

Em seguida analisou-se 0 RMSD médio entre os métodos semiempiricos
para os sistemas com o raio de corte de 4 A. Os valores podem ser observados

na Figura 6.

Figura 6 — Valores médios do RMSD dos ligantes para os diferentes os métodos
semiempiricos avaliados para o sitio ativo com 4 A em torno do ligante.
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Os meétodos semiempiricos ndo apresentaram grandes diferencas nos
valores de RMSD para o raio de corte de 4 A. O método PM7 foi o que mais se
destacou entre os métodos semiempiricos avaliados com um RMSD meédio de
0.4 A. Vale a pena ressaltar que os métodos semiempiricos com correcdes de
dispersdes e/ou ligacdes de hidrogénios foram os que apresentaram oS menores

desvios médios entre os métodos, valores abaixo de 0.5 A, o que demonstra a
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importancia do termo de correcéo de energia de interacdes ndo covalentes para

0s sistemas proteina-ligante.

O PM7 foi o método que apresentou os menores RMSD’s para os sistemas
utilizando o raio de corte de 4 A. Sendo o melhor para 12 sistemas, seguidos dos

métodos PM6-D3H4X e RM1 com quatro sistemas cada um (ver Apéndice A).

Figura 7 — Boxplot do RMSD das vinte e oito estruturas estudadas para 0s

nove métodos semiempiricos avaliados com um raio de corte de 4 A.
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A Figura 7 apresenta o boxplot do RMSD para os nove métodos
semiempiricos estudados. Nota-se que todos os métodos apresentaram RMSD'’s
bons, em geral, abaixo de 2.0 A, exceto uma estrutura do método PM3. O RM1
foi o que apresentou a maior variabilidade, enquanto o PM6-D3H4X foi o que
apresentou a menor. Ou seja, o Ultimo método citado € aquele que € menos
afetado pela mudanca do sistema proteina-ligante, enquanto o RM1 é o mais
afetado. Os métodos semiempiricos com corre¢cdes de dispersao e de ligacdes
de hidrogénios sdo os que apresentam menores medianas e médias, isto sugere
gue esses sdo 0s métodos que no geral apresentam menor desvio entre a
estrutura otimizada e a cristalografica. Sendo que o PM7 foi o que mais se
destacou entre os métodos semiempiricos. Sendo o método que apresentou 0

menor terceiro quartil, média e mediana.
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4.2 Docagem Molecular

Na sequéncia foi realizada a docagem dos ligantes cristalograficos utilizando
as cargas de Gasteiger (modelo de carga padrédo do software AutoDock 4.2).
Realizou-se com sucesso a redocagem de 28 ligantes em suas respectivas
enzimas. A docagem usando as cargas Gasteiger obteve sucesso para 24 dos
complexos estudados analisando-se a conformacéo de menor energia de acordo

com a funcao de pontuacdo do AutoDock, isto €, RMSD abaixo de 2.0 A.

A precisdo dos resultados da docagem molecular utilizando o software
AutoDock 4.2 com o uso de cargas parciais semiempiricas foi avaliado utilizando
alguns dos métodos semiempiricos presentes no MOPAC. Foram substituidas
as cargas apenas dos residuos em torno do ligante, sendo inicialmente utilizadas
seis enzimas das 28 estudadas, para investigar a influéncia do raio que seria
utilizado para a substituicdo das cargas. Foram avaliadas a substituicGes das
cargas dos aminoacidos a 4, 6, 8 e 12 A do ligante. E avaliou-se os resultados
com base no RMSD das conformacdes top score e best pose. Os valores

individuais para cada complexo podem ser encontrados no apéndice B.

A conformacéo top score corresponde a conformacao avaliada como a de
menor energia pela funcdo de pontuacdo do software e, € um parametro
significante na avaliacdo da precisdo da docagem; enquanto que a best pose
corresponde a conformag¢do com menor RMSD com relacédo a conformacédo de
partida (normalmente a conformacéo cristalogréafica), sendo um bom indicador
da capacidade do algoritmo em encontrar a conformacgao “ideal”. Como citado
em Hou, X. et.al. [8] a best pose ndo pode ser ignorada uma vez que a top score
raramente € classificada como a conformacdo com o menor desvio em relacéo
a estrutura cristalogréfica, o que muitas vezes acaba por tornar a analise apenas

da conformacéo top score uma avaliagéo inadequada dos resultados.

O RMSD medio para as conformacdes top score e best pose das enzimas
utilizadas para avaliar o raio que seria utilizado para a substituicdo das cargas

dos residuos encontram-se na Tabela 3:
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Tabela 3. RMSD médio para as conformacdes top score e best pose substituindo
as cargas de Gasteiger por cargas semiempiricas em diferentes raios de corte

da proteina.

- AM1I 1.883 1.878 1.872 1.800
. PM3 | 1887 2.082 2.090 1.865
.~ PvME 1.680 3.147 1.628 1.732
. PM7Z 1773 1.677 1.707 1.618
.~ Rm1 | 1847 1.778 1.757 1.780

-~ AM1I 1.197 1.182 1.198 1.180
. PM3 | 1223 1.267 1.270 1.205
. PM6 | 1.230 2.265 1.055 1.080
- PMT7T 1.200 1.107 1.147 1.027
.~ RM1 | 1123 1.093 1.205 1.068

Para a top score em média a substituicdo das cargas para os residuos
situados até 12 A do ligante cristalografico apresentou o menor desvio médio
para trés dos métodos semiempiricos avaliados, os métodos AM1, PM3 e PM7.
Enquanto que para a best pose a substituicio dos residuos situados até 12 A
apresentou o melhor resultado para quatro dos cinco métodos, que foram AM1,
PM3, PM7 e RM1. Diante dos resultados obtidos optou-se pela substituicdo das

cargas dos residuos no raio de 12 A do ligante.

Em seguida realizou-se a docagem molecular utilizando as cargas
semiempiricas em um raio de 12 A para as demais enzimas estudadas. As
docagens utilizando diferentes cargas semiempiricas tiveram um
comportamento semelhante, sendo o método PM6, o que obteve o melhor
resultado com um RMSD abaixo de 2.0 A para 24 das enzimas estudadas. Por
sua vez o AM1 apresentou os piores resultados com apenas 21 complexos
abaixo do desvio considerado aceitavel. Na Figura 8 podemos observar a
porcentagem cumulativa dos complexos estudados em funcdo do RMSD tanto
para a top score quanto a best pose.



47

Figura 8 — Porcentagem cumulativa dos sistemas estudados em funcao do
RMSD para as conformacoes (a) top score e (b) best pose.
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Os valores individuais para a top score e best pose, assim como as
respectivas tabelas com as porcentagens cumulativas para cada método de
carga utilizado podem ser encontrados no Apéndice C. A Figura 8 apresenta um
gréfico da taxa de sucesso do software Atuodock 4.2 para os diferentes métodos
de carga avaliados, todos o0s métodos apresentam um comportamento
semelhante, com resultados bem proximos. Na Figura 8 (a) nota-se que as
cargas de Gasteiger e as cargas PM6 apresentam a maior taxa de sucesso, 86%
seguido pelos métodos PM7 e RM1 com uma taxa de sucesso de 82 % para a
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conformacao top score. As cargas Gasteiger e PM6 tiveram uma taxa de sucesso

11% superior a obtida para as cargas AM1.

Na Figura 8 (b) podemos observar que todos os métodos obtiveram 100%
de sucesso para a best pose, porém o método PM7 foi o Unico que conseguiu

uma taxa de sucesso de 100% com RMSD abaixo de 1.80 A.

Em seguida, realizou-se uma analise dos RMSD’s abaixo de 2.0 A dividindo-
0s em trés categorias: predi¢do 6tima (RMSD <1.0 A), intermediaria (RMSD 1.0
— 2.0 A), e ruim (RMSD >2.0 A) para cada uma das seis cargas avaliadas. Os

resultados podem ser encontrados na Figura 9.
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Figura 9 — Comparacdo das diferentes cargas em relacdo do numero de
docagens obtidas abaixo de 1.0, entre 1.0-2.0, e acima de 2.0 A para a

conformacao (a) top score e (b) best pose.
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Gasteiger

Como podemos observar na Figura 9 (a) que em termos de RMSD, o método
PM6, seguido pelo PM7 foram os que apresentaram os melhores resultados com
13 conformac@es preditas abaixo de 1.0 A. Os métodos de cargas PM6 e
Gasteiger foram os que forneceram o menor nimero de predi¢des acima de 2.0
A. Para a best pose, Figura 9 (b), todos os resultados da docagem ficaram entre

as predicoes 6timas e intermediarias, sendo que as cargas de Gasteiger foram
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as gue mais se destacaram, seguidas pelas cargas PM3, PM6, PM7 e RM1. As
cargas AM1 foram as que apresentaram o0s piores resultados.

Em seguida analisou-se a taxa de sucesso da docagem para as diferentes
cargas com base no numero de ligacdes rotacionaveis dos ligantes, os valores
estdo disponiveis no apéndice D.

Figura 10 — Porcentagem cumulativa dos sistemas estudados em fungéo do
namero de ligacdes rotacionaveis (a) top score e (b) best pose.
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A Figura 10 nos mostra a taxa de sucesso (porcentagem de estruturas
abaixo de 2.0 A de RMSD) para cada tipo de carga utilizada para os conjuntos
com ligacdes rotacionaveis abaixo de 6, entre 6-10 e acima de 10 ligacdes. Para
a top score, Figura 10 (a) podemos observar que a maior taxa de sucesso é para
as cargas de Gasteiger e PM6 com o numero de ligagdes rotacionveis entre 6-
10, o que esta de acordo com o trabalho de Hou, X. et.al. [8] que obteve a maior

taxa de sucesso para as moléculas entre 6-10 ligacdes rotacionaveis.

Para as moléculas com menos de 6 ligacdes rotacionaveis as cargas
Gasteiger, PM6 e PM7 apresentaram os melhores resultados, enquanto o AM1
apresentou o pior resultado com uma taxa de sucesso de menos de 70%. Ja
para os sistemas com mais de 10 rota¢fes, todos os métodos mantiveram a
mesma taxa de sucesso, em torno de 80%. Para a best pose, Figura 10 (b), todos
0s métodos de carga tiveram uma taxa de 100% independentemente do nimero
de ligacdes rotacionaveis, o que demonstra que o algoritmo de otimizacao foi
capaz de encontrar a conformagédo nativa em todos os sistemas utilizados,

independente do conjunto de cargas.

As andlises realizadas mostram que o método de cargas PM6 assemelha-
se as cargas Gasteiger em termos de capacidade de encontrar a conformacéo
nativa. Porém, como mostrado por Bikadi, Z. e Hazai, E. [5] e Hou, X. et. al. [8]
0 uso de outros métodos de cargas ao invés das cargas Gasteiger, modelo
padréo do AutoDock pode resultar em melhoras na taxa de sucesso da docagem.
Entretanto, os resultados obtidos até o momento no presente trabalho nao
apresentaram esta melhora significativa para a redocagem dos ligantes. O fator
chave para esta elevagédo na taxa de sucesso pode estar na modificagdo dos
parametros de dessolvatacdo QASP, pois como discutido por Hou, X. et. al., a
funcdo de pontuacdo do AutoDock 4.2 adota um modelo de dessolvatagao
baseado na carga, aléem de um parametro de solvatacao. Sendo que Bikadi, Z.
e Hazai, E. [5] observou que as cargas PM6 para os sistemas estudados eram
em média 0.619 vezes maiores que as calculadas para Gasteiger, logo, realizou
uma modificacdo do parametro QASP de 0.01097 para 0.00679).

Desse modo, nota-se a necessidade da modificacdo do parametro de
dessolvatacao para um aumento na precisdo da docagem utilizando os métodos

semiempiricos. Porém vale ressaltar que apesar da funcdo de pontuacdo néo
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ser parametrizada para os métodos SQM avaliados, estes mostraram um 6timo
desempenho, apresentando resultados muito proximos dos obtidos com as

cargas Gasteiger, principalmente para os métodos RM1, PM6 e PM7.

Ao analisarmos a populacdo para o cluster da top score de todos os
complexos, observamos que as cargas Gasteiger apresentaram o cluster mais
populoso para 6 sistemas quando comparados com todos os métodos
semiempiricos, 0 método PM7 obteve para 8 sistemas clusters mais populosos
que as cargas Gasteiger, enquanto os métodos PM6 e RM1 tiveram a maior
populacao para 8 sistemas. Os métodos AM1 e PM3 foram os que apresentaram
a maior melhora na populacdo dos clusters, com 12 e 11, respectivamente. As
populacdes individuais do cluster de menor energia, encontram-se no apéndice
D.

O aumento na populacao dos clusters era inicialmente inesperado uma vez
que a funcdo de pontuacdo ndo € parametrizada para os métodos
semiempiricos. Porém isto, demonstra o poder do algoritmo de otimizacéo
conseguiu buscar de forma exaustiva a conformacdo mais estavel para os

ligantes docados.
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5 CONCLUSOES

A utilizacdo de um conjunto diversificado de enzimas permitiu avaliar o
desempenho e robustez dos métodos utilizados para a otimizacéo de geometria
utilizando o MOPAC e redocagem dos ligantes utilizando o AutoDock 4.2. Os
métodos semiempiricos apresentaram resultados satisfatorios para todos os
sistemas em todos os raios de corte, exceto para a enzima cédigo PDB: 4BM8,
utilizando um raio de corte de 4 A, otimizada com o método PM3. Os raios de
corte apresentaram em meédia valores proximos de RMSD, sendo que o raio de
corte de 4 A, foi 0 que apresentou a menor média, além de ser o menos oneroso

computacionalmente.

Entre os métodos semiempiricos para o raio de corte de 4 A todos os
métodos apresentaram bons resultados com um RMSD médio entre 0.4-0.6 A.
Sendo que os métodos com correcdes de dispersdo foram os que mais se
destacaram, o que era esperado, uma vez que sistemas biolégicos interagem
principalmente por interagbes de Van de Walls e ligagdes de hidrogénio. O
método PM6 foi 0 que mais se destacou entre 0s semiempiricos.

A docagem molecular forneceu 6timos resultados para todas as cargas
semiempiricas, assim como para as cargas Gasteiger, sendo que todos 0s
sistemas conseguiram encontrar a conformacao nativa para a conformacao best
pose. Todos as cargas apresentaram resultados muito proximos, ndo sendo
possivel determinar claramente qual o melhor método de cargas para a docagem
de ligantes utilizando o AutoDock 4.2. Sendo o método PM6, o que mais se

assemelhou em termos de taxa de sucesso em relacao as cargas Gasteiger.

A melhora das cargas semiempiricas na busca pela conformacdo nativa
como demonstrado na literatura pode estar associada ao parametro de
dessolvatacdo presente na funcdo de pontuacdo do AutoDock 4.2, sendo,
portanto, necessdria sua modificacdo para a obtencdo de melhores resultados,
porém vale ressaltar a qualidade dos resultados obtidos para as cargas
semiempiricas apesar da funcéo de pontuacéo nao ser parametrizada para estas
cargas. Também vale ressaltar a melhora nas populacdes dos clusters para a
top score dos sistemas estudados, quando utilizadas as cargas semiempiricas,

uma vez que como citado, a funcao de pontuacao, responsavel por ranquear as
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conformacdes obtidas na docagem ndo se encontra parametrizada para estas

cargas.
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6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Na sequéncia do trabalho sera realizada a modificacdo do parametro de
dessolvatagcdo QASP, além disso sera ampliado o numero de sistemas
estudados, assim como sera dada a continuidade aos calculos com as cargas
semiempiricas tanto para o ligante, como para a os residuos da enzima situados
a 12 A, de modo que possa ser possivel avaliar qual a melhor alternativa para o
calculo das cargas semiempiricas. Também sera realizada a etapa de pos-
docagem utilizando os métodos semiempiricos presentes no MOPAC para

melhorar os RMSD’s obtidos para a top score de cada sistema.
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RMSD dos ligantes otimizados utilizando solvente implicito e o algoritmo de

otimizacdo L-BFGS para o sitio ativo de 4, 6, 8 e 12 A com os métodos
semiempiricos AM1, PM3, PM6, PM6-X, PM7 e RM1 presentes no software

MOPAC.
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0.4082
0.5823
0.7284
0.9126
0.6214
0.6779
0.8927
0.7956
1.0033
0.4689
0.3820
0.3990
0.3851
0.2705
0.2795
0.3136
0.3145
0.8515

2.2841
1.8688
1.6768
0.7565
0.4905
0.5134
0.5166
0.5191
0.2415
0.2670
0.3044
0.2493
0.2198
0.2061
0.1956
0.2366
0.5840
0.4390
0.7551
0.4247
0.5862
0.7648
0.6897
0.5710
0.3859
0.8017
0.4636
0.5011
0.5968
0.6218
0.6164
0.5710
0.5219
0.4758
0.4793
0.5164
0.5435
0.6223
0.5745
0.5502
0.2562
0.3468
0.3627
0.4586
1.0678

0.8576
0.6378
0.6076
0.4847
0.7568
0.4545
0.4881
0.5027
0.2398
0.2182
0.2458
0.2716
0.2828
0.2128
0.2358
0.2216
0.6831
0.3429
0.4025
0.4034
0.2060
0.2360
0.2045
0.3227
0.5468
0.5686
0.5845
0.5883
0.9514
0.8766
0.6755
1.0248
0.4346
0.6653
0.4128
0.4427
0.4065
0.4040
0.4267
0.4411
0.3357
0.3922
0.3668
0.3594
0.6590

0.5823
0.6523
0.7042
0.4299
0.4484
0.3151
0.3769
0.3814
0.1863
0.1886
0.2232
0.2543
0.2732
0.2338
0.2734
0.2857
0.5436
0.3469
0.5901
0.5350
0.2498
0.3060
0.2516
0.3322
0.6092
0.6942
0.7252
0.7557
0.4970
0.8181
0.5665
0.5129
0.2922
0.2855
0.3161
0.3584
0.4546
0.4568
0.4997
0.5234
0.2754
0.4965
0.4354
0.4356
0.6169

0.5604
0.6348
0.6233
0.5645
0.4551
0.3226
0.3160
0.3845
0.1731
0.2136
0.2035
0.2123
0.2668
0.2625
0.2989
0.3116
0.2940
0.3038
0.3023
0.3009
0.3079
0.2993
0.3020
0.3336
0.5697
0.6970
0.6847
0.7553
0.4790
0.4611
0.4395
0.5081
0.5507
0.5132
0.3950
0.4067
0.3610
0.3676
0.3907
0.3745
0.4769
0.5249
0.3606
0.3220
0.6247

0.5672
0.4624
0.4698
0.4457
0.3889
0.3838
0.3819
0.3904
0.2456
0.1826
0.2610
0.3242
0.2665
0.2426
0.5699
0.2715
0.9091
0.9152
0.6572
0.8991
0.3371
0.3872
0.3736
0.4132
0.4436
0.4811
0.4275
0.4227
0.5144
0.7231
0.4850
0.4947
0.3633
0.3703
0.4887
0.5455
0.5673
0.4812
0.4812
0.5345
0.2952
0.3740
0.3886
0.4699
0.6387

0.4940
0.5549
0.4709
0.4859
0.4176
0.3568
0.3667
0.3440
0.3148
0.2905
0.2848
0.2624
0.2627
0.2499
0.2607
0.2841
0.9213
0.9404
0.9828
0.7415
0.2834
0.3823
0.3181
0.4231
0.4581
0.3925
0.4045
0.4312
0.5686
0.5017
0.4755
0.4600
0.3847
0.3991
0.4092
0.4192
0.3668
0.4324
0.4777
0.5065
0.3570
0.3937
0.4256
0.4181
0.5667

0.4355
0.4940
0.4250
0.5287
0.2958
0.2431
0.2938
0.3091
0.2008
0.2420
0.3110
0.3237
0.2726
0.2878
0.2783
0.2787
0.2508
0.2414
0.8861
0.8945
0.1986
0.2637
0.1935
0.2744
0.5451
0.3243
0.3462
0.3205
0.5864
0.4012
0.3674
0.4281
0.4880
0.4329
0.3216
0.3254
0.3561
0.3411
0.4188
0.3675
0.1916
0.3520
0.3787
0.3815
0.6883
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1.2834
1.4522
1.6851
0.6921
0.3569
0.3308
0.3472
0.3354
0.2383
0.2181
0.2647
0.2530
0.2172
0.2100
0.2165
0.2183
0.3451
0.5207
0.4904
0.2910
1.4474
1.2728
1.4383
1.4285
0.3902
0.4045
0.4212
0.4579
0.4398
0.5255
0.6527
0.5257
0.4165
0.7838
0.6847
0.4220
0.5212
0.5602
0.5698
0.5526
0.4617
0.3842
0.4146
0.3661
0.9120



0.8899
0.9015
0.8888
0.4819
0.4933
0.5145
0.5087
0.4456
0.4485
0.4596
0.5652
0.1918
0.3948
0.3962
0.5087
0.6388
0.6156
0.5729
0.6191
0.8956
0.8950
0.9600
0.8106
0.9977
1.2536
1.2930
1.2879
0.3288
0.4378
0.4435
0.3750
0.7317
0.9565
0.8846
0.9036

ASX (X =4, 6, 8, 12) — indica o tamanho do raio de corte utilizado para a realizacédo da

1.0708
1.3600
1.1175
0.4151
0.4117
0.4340
0.4334
0.5316
0.5569
0.5942
0.6602
0.3607
0.3364
0.3079
0.4334
0.2793
0.2880
0.2937
0.3960
1.1062
0.7837
1.0489
1.0430
0.6322
0.6384
0.6255
0.6178
0.4492
0.4837
0.4979
0.5258
0.4328
0.5276
0.4360
0.5387

0.6629
0.6897
0.6827
0.3790
0.4121
0.4413
0.3525
0.5118
0.4211
0.3935
0.4465
0.2394
0.2284
0.2573
0.3525
0.4779
0.5567
0.5628
0.5641
0.8022
0.7239
0.6124
0.8666
0.8802
0.9139
0.8303
0.8400
0.1813
0.1954
0.2300
0.2023
0.6070
0.6389
0.6389
0.6644

otimizacdo com o software MOPAC.

0.6194
0.6145
0.6374
0.3809
0.3969
0.3818
0.3947
0.5047
0.4829
0.4773
0.5120
0.2602
0.2660
0.2814
0.3947
0.4701
0.5610
0.5280
0.5403
0.7397
0.6153
0.4395
0.5447
0.4836
0.9286
0.8919
0.9052
0.2832
0.3353
0.3389
0.3685
0.5855
0.5994
0.6207
0.6306

0.6407
0.6681
0.6974
0.3501
0.3812
0.4674
0.3743
0.5079
0.5542
0.5499
0.6115
0.2323
0.1906
0.1908
0.3743
0.4270
0.4972
0.4533
0.4430
0.7164
0.7629
0.6901
0.7574
0.7582
0.8343
0.7004
0.7528
0.2551
0.2756
0.2801
0.3033
0.7259
0.6997
0.7000
0.6870

0.6231
0.5995
0.6020
0.3579
0.5427
0.3453
0.3785
0.5436
0.5183
0.5173
0.5000
0.2663
0.2813
0.2940
0.3785
0.3516
0.3813
0.3612
0.3695
0.7201
0.4457
0.4516
0.4113
0.8225
0.8180
0.8021
0.8147
0.2747
0.3702
0.3558
0.3058
0.5881
0.5969
0.5969
0.5924

0.5848
0.6285
0.6049
0.3797
0.3827
0.3628
0.3518
0.5250
0.4644
0.5039
0.5231
0.3395
0.3422
0.3399
0.3518
0.3384
0.3219
0.3249
0.3409
0.3828
0.4050
0.4075
0.4726
0.5188
0.8375
0.7920
0.8156
0.3045
0.2777
0.3158
0.3059
0.5662
0.5886
0.5931
0.5895

0.6974
0.8133
0.8956
0.3707
0.3842
0.3731
0.3824
0.6400
0.4919
0.5110
0.5265
0.2488
0.1811
0.2214
0.3824
0.2760
0.2582
0.2488
0.2390
0.3170
0.3451
0.4448
0.8531
0.8014
0.7672
0.8233
1.1076
0.3043
0.2581
0.3672
0.3262
0.6137
0.6099
0.7837
0.7827
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0.8555
0.8293
1.0001
0.4182
0.4507
0.4291
0.4493
0.4792
0.5536
0.6798
0.5280
0.1837
0.3066
0.2777
0.4493
0.8354
0.6986
0.6437
0.6573
0.8024
1.1433
1.0916
0.4163
1.0281
1.0491
1.0717
1.1546
0.3545
0.3242
0.3766
0.3980
0.5775
0.7128
0.7895
0.6949
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8.2 ApéndiceB

Valores de RMSD para os seis sistemas analisados para investigar a
influéncia do raio de corte no resultado da docagem molecular.

1.63 0.43 181 1.17 2.19 3.25
2.09 0.53 2.02 1.28 2.14 3.24
2.33 0.47 1.83 1.19 2.22 3.28
1.77 0.50 1.50 1.07 2.03 3.21
2.14 0.46 1.48 1.28 2.03 3.25
0.47 191 1.12 2.14 3.22

. N
)
N

0.43 181 1.17 2.19 3.25
2.18 0.49 1.97 1.25 2.13 CH2S
1.83 0.57 3.38 121 2.24 3.26
2.03 0.48 1.50 1.24 10.37 3.26
1.54 0.50 1.47 1.17 2.13 3.25
151 0.50 1.97 1.29 2.16 3.24

=
(o))
w

1.63 0.43 1.81 1.17 2.19 3.25
2.18 0.46 1.95 1.23 2.16 3.25
1.97 0.61 3.38 1.14 2.18 3.26
1.50 0.48 1.48 1.14 1.95 3.22
1.59 0.50 151 1.26 2.15 3.23
153 0.49 1.95 1.17 2.16 3.24

1.63 0.43 181 1.17 2.19 3.25
1.54 0.64 2.03 1.24 2.10 3.25
2.27 0.53 1.74 1.22 2.18 3.25
1.97 0.50 1.50 121 1.97 3.24
151 0.46 1.45 1.17 1.93 3.19
1.55 0.54 2.00 1.28 2.06 3.25

1.46 0.43 1.43 1.09 2.00 1.19
1.44 0.44 1.22 1.06 1.85 1.17
1.32 0.38 1.39 1.03 2.01 121
1.77 0.44 1.16 1.07 1.85 1.09
1.42 0.42 1.17 1.07 2.01 111
1.03 0.38 1.19 1.01 1.97 1.16

1.46 0.43 1.43 1.09 2.00 1.19
1.29 0.43 1.17 1.10 1.97 1.13
1.27 0.45 1.66 1.12 191 1.19



0.84 0.39 111 1.06 9.11 1.08
1.01 0.44 1.16 1.07 1.88 1.08
0.88 0.42 1.17 1.09 1.87 1.13
8ABESTPOSE = ]
1.46 0.43 1.43 1.09 2.00 1.19
1.35 0.42 1.20 1.05 2.01 1.16
1.42 0.43 153 1.10 1.98 1.16
0.96 0.44 1.13 0.98 1.75 1.07
1.43 0.45 112 1.04 1.79 1.05
1.47 0.44 1.17 1.05 1.98 1.12
12ABESTPOSE
1.46 0.43 1.43 1.09 2.00 1.19
1.35 0.43 1.16 1.06 1.94 1.14
1.34 0.44 1.41 1.03 1.85 1.16
0.84 0.42 111 1.08 1.97 1.06
0.78 0.39 112 1.06 1.78 1.03
0.80 0.43 1.16 1.05 1.86 111
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8.3 Apéndice C

Valores de RMSD para os vinte e oito sistemas estudados para as
conformacdes best pose e top score para as cargas Gasteiger e cargas

semiempiricas.

‘2BRC | o031 031 029 027 028 031
'2QP8 | o076 0.67 068 068 074 073
2WeH | 181 182 184 0.5 052  1.85
2WBG | 163 154 227 197 151 155
8KTL 13 147 118 167 178 154
'BMNG | o086 085 087 088 088 086
'3N86 | o088 097 093 074 0.9 0.89
'SRN8 | 176 171 198 168 171  1.69
‘4BM8 | 348 399 099 371 4 3.44
46CA | o052 044 069 044 045 042
46C3 | 043 0.64 053 0.5 0.46  0.54
4VAT e 103 0.78 078  0.79 0.8 0.79
4KDL | 126 13 126 127 124 129
AMvMmE 181 203 174 15 1.45 2

4RFZ | 049 054 058 056 054 048
4TKB | 117 124 122 121 117 128
scco | 11 269 256 087 293 291
BH2Zz | o063 0.63 479 065 064  0.64
‘BHz8 | 074 078 078 076 078 079
'5iIce | 219 2.1 218 197 193 206
Bi2x | 114 115 109 116 116 115
'BMOH 108 0.84 111 107 081 107
BYOF | 169 148 167 161 161 171
'6DDW 089 1.09 104 107 121  1.04
6bML | 325 325 325 324 319 325
6F22 | 295 295 295 295 295 296
660Q | 079 075 057 083 061 073
(6H8R | 057 658 058 656 648  0.79

'2BRC | 019 028 027 027 028 026
2QP8 | 05 049 043 067 071  0.69
2WeH | o041 0.38 0.4 037 037 038
‘2WBG | 146 135 134 084 078 0.8
8KTL 13 1.3 118 138 146  1.26
'BMNG | o082 0.84 084 076 078  0.84
'3N86 | 066 0.6 066  0.66 065 051
'SRN8 089 0.86 098 088 083 0094



0.78
0.33
0.43
0.76
0.62
1.43
0.47
1.09
0.75
0.62
0.58

0.48
0.71
0.97
0.89
1.19
1.07
0.5
0.54

0.79
0.38
0.43
0.75
0.59
1.16
0.46
1.06
0.77
0.58
0.62
1.94
0.54
0.69
11

1.14

1.08

0.41
0.5

0.73
0.4
0.44
0.73
0.66
1.41
0.49
1.03
0.85
0.59
0.64
1.85
0.51
0.76
1.06
0.92
1.16
1.04
0.51
0.53

1.23
0.39
0.42
0.76
0.64
111
0.49
1.08
0.75
0.59
0.67
1.97
0.74
0.73
1.04
0.92
1.06
11
0.35
0.58

0.9
0.38
0.39
0.75
0.66
1.12
0.47
1.06
0.76
0.61
0.63
1.78
0.74
0.72

1.04
1.03
111
0.47
0.79

0.77
0.39
0.43
0.77
0.62
1.16
0.45
1.05
0.77
0.62
0.62
1.86
0.46
0.71
111
1.04
111
1.05
0.47
0.58
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8.4 Apéndice D

Numero de conformacdes no cluster de menor energia para cada um dos
sistemas avaliados utilizando tanto as cargas Gasteiger, quanto as cargas

semiempiricas.

'2BRC 76 69 82 52 42 69
‘eoP8 23 29 23 18 18 25
2WeH 98 94 97 96 98 98
2wBG6 90 80 72 62 68 82
8KTL 32 24 26 14 26 32
BMNG 100 100 100 100 100 100
'3Ns6 78 92 93 86 78 86
'3RN8 84 75 83 68 40 76
4BM8 22 39 41 30 36 14
46CA 99 100 100 98 99 99
46C3 66 68 77 53 47 52
4IVAT 100 100 100 100 100 100
4KDL 9 94 89 99 95 91
AMMM 21 65 92 92 98 82
4RFZ 8 71 75 67 69 66
4TKB. 52 61 32 61 79 60
Bl 31 38 40 30 33
BH2z 100 97 9 88 90 97
BHz8 | 100 100 100 100 100 100
'5lce 28 33 24 18 21 32
Bi2x. | 86 89 79 76 72 77
BMOH 98 98 96 99 100 99
5YoF 57 44 49 17 24 26
‘6bbw 68 61 67 55 54 57
‘ebML 28 36 35 21 21 28
‘6F22 18 29 27 13 17 7

66QQ 4 46 41 48 34 54
'6H8R 51 21 66 16 66 41



