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RESUMO

Célculos de Potenciais de Superficie para Analise de Drogabilidade
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Gisele Vieira Rocha

A selecdo de um alvo (macromolécula) com potencial terapéutico € uma
etapa chave na maioria dos programas de desenvolvimento de farmacos. A
habilidade de prever se uma proteina em particular possui alta afinidade por um
determinado farmaco em desenvolvimento ndo depende somente da estrutura
tridimensional dessa: caracterizar suas propriedades fisico-quimicas é essencial
para obter uma alta acuracia na seletividade ao farmaco e prever o processo de
reconhecimento deste pela macromolécula. Drogabilidade €, atualmente, o
termo empregado para caracterizar a habilidade de uma proteina em ligar-se
com alta afinidade e especificidade a um farmaco. O presente trabalho foi
executado em duas etapas: (i) implementar um algoritmo presente na literatura
de calculo de potencial lipofilico molecular e de densidade de doadores e
aceptores de hidrogénios e (ii) utilizar os resultados obtidos na etapa anterior
para dois conjuntos de proteinas, drogaveis e nao-drogaveis, de forma a
qualificar e quantificar propriedades de cada um dos grupos de macromoléculas.
As rotinas computacionais implementadas a partir dos algoritmos para
determinar os potenciais citados foram empregadas em conjunto com o
KVFinder, programa desenvolvido por pesquisadores do LNBio-CNPEM, cuja
funcao € buscar em todos os tipos de proteinas suas cavidades, caracterizando
as areas, os volumes e realizando os mapas eletrostaticos dessas, apresentando
grande exatiddo em suas solu¢des. A combinacdo de programas foi empregada
para averiguar cavidades e validar as propriedades fisico-quimicas de trés
complexos proteina-farmaco: (i) HIV-1 protease com o VX-478, (ii) a subunidade
N-terminal glucoamilase-maltase humana com acarbose e (iii) receptor GABAs
ligado ao agonista baclofen. Os algoritmos apresentaram resultados compativeis
em relacdo as propriedades dos farmacos e das cavidades quando foram
comparados com o software de modelagem molecular SYBYL®. No que tange
as propriedades de drogabilidade, encontramos relacbes importantes que
estabelecem diferencas notaveis entre os dois grupos de estudo. As andlises
foram baseadas em relagcdes estatisticas simples, mas que originaram
resultados que concordam com a literatura e podem ser utilizados no futuro para
definicbes de regras eficazes para discriminar uma proteina drogavel de uma
nao-drogavel.
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ABSTRACT

Surface Potential Calculations for Druggability Analysis

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL SYSTEMS BIOLOGY

Gisele Vieira Rocha

Selecting a target (macromolecule) with therapeutic potential is a critical
step in most drug development programs. The ability to predict whether a
particular protein has high affinity to a specific drug depends on more than just
its three-dimensional structure: the description of the physicochemical properties
of a drug is essential to obtain with high precision the selectivity of a compound
and foresee its recognition process by a macromolecule. The term druggability is
employed to characterize the ability of a protein to bind with high affinity and
specificity to a drug. The present work was performed in two steps: (i)
implementation of an algorithm, found in the literature, that calculates lipophilic
potential, hydrogen bond donor and acceptor densities and (ii) usage of the
results from the previous step in two sets of proteins, druggable and non-
druggable proteins, in order to qualify and quantify properties from each set of
macromolecules. The computational routines implemented in the algorithms to
determine the mentioned potentials were applied in combination with KVFinder,
a program developed by LNBio-CNPEM researchers, whose function is to seek
for cavities in all types of protein, describing the area, volume and constructing
electrostatic maps of the cavities, showing high accuracy in their outcomes. The
combination of programs was employed to evaluate cavities and validate the
physicochemical properties of three protein-ligand complexes: (i) HIV-1 protease
in complex with VX-478 (1HPV); (ii) the maltase-glucoamylase N-terminal subunit
in complex with acarbose; and (iii) GABA receptor bound to the agonist Bacoflen.
The algorithms showed consistent results regarding the properties of the drugs
and cavities when compared to the molecular modelling software SYBYL.
Concerning the druggability proprieties, we have found essential associations
that distinguish attributes between the two groups. The analyses were based on
simple statistical relationships, however capable of originating outcomes that are
in agreement with the literature and that might be used in future works to define
effective rules to distinguish a druggable protein from a non-druggable one.
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1 Introducéao

1.1 Planejamento de Farmacos
1.1.1 Histérico

O desenvolvimento da farmacologia, enquanto pratica de base cientifica,
se iniciou no século XVIII com o progresso da quimica e aplicacéo interdisciplinar
dos seus principios e métodos(1). No século XIX, a hipétese de Avogadro? foi
confirmada e a tabela periddica dos elementos quimicos foi organizada de
acordo com a massa atdomica, sofrendo correcdes pela valéncia, manifestada
através das propriedades comuns de cada grupo ou familia. Em 1865, August
Kekulé formulou sua teoria pioneira sobre a estrutura de moléculas organicas
aromaticas. A teoria do benzeno deu impulso a evolucéo de corantes quimicos
e a sintese de novos compostos organicos importantes no estudo da
farmacologia(2).

O isolamento e a purificacdo de ingredientes de plantas medicinais, com o
auxilio da quimica analitica, demonstraram seu valor na rotina médica do século
XIX. Em 1815, F. W. Sertirner isolou a morfina do extrato de épio. A papaverina
foi descoberta no mesmo ano, mas suas propriedades antiespasmaodicas nao
foram conhecidas até 1817(3). Devido a disponibilidade dessas e outras
substancias ativas de diversas plantas, as farmacias passaram a fornecer
preparacdes padronizadas, mas estas muitas vezes eram impuras(4).

As mais recentes descobertas que revolucionaram a farmacologia incluem
o estudo elaborado por John Newport Langley(5), que estabeleceu o conceito
quimico de transmissdo sinaptica — mecanismo sustentado por
neurotransmissores que medeia as transferéncias de informacg6es de uma célula
nervosa para outra. Ele determinou que extratos de adrenomedulares, contendo
epinefrina e norepinefrina, induziram respostas em diferentes tecidos, sendo

essas, semelhantes as provocadas pelos nervos sinapticos. Baseado nestes

1 “\Jolumes iguais de quaisquer gases, nas mesmas condicdes de temperatura e pressao,
apresentam a mesma quantidade de matéria em mol ou moléculas”. Avogadro postulou que um
mol de quaisquer gases contém a mesma quantidade de moléculas, e o volume ocupado também
sera 0 mesmo desde se conservem as mesmas condi¢des de temperatura e pressdo. Isso foi
determinante para a caracterizagdo atdbmica da matéria.
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resultados, Langley postulou em 1905 que uma “substéncia receptiva” era o local
de acédo de mediadores quimicos liberados pela estimulacdo do nervo(3).

Paul Ehrlich, em 1900, ja havia introduzido o termo “receptor” para designar
locais na superficie da célula com caracteristicas moleculares especificas em
que determinadas substancias interagem de forma pontual, semelhante ao
modelo chave-fechadura, introduzindo o termo “farmacologia terapéutica”(3). Em
1910, com base nos trabalhos de Langley, Erlich desenvolveu sua prépria teoria
de receptor de ligagdo seletiva de toxinas e substancias nutritivas, que
denominou quimiorreceptores. O conceito revisto tornou-se base para a
descoberta da arsfenamina, denominada salvarsan arsénico, primeiro agente
guimioterapéutico utilizado para o tratamento da sifilis(3).

A farmacologia, por conseguinte, comecou a ganhar seu espaco nas
disciplinas médicas. Novas instituices foram criadas para apoiar pesquisas
interdisciplinares com o intuito de desenvolver novos medicamentos. O novo
caminho de encontrar, caracterizar e elaborar novos farmacos levou a formacao
de uma nova induastria(4).

A primeira metade do século XX foi marcada por descobertas e novas
tecnologias que impulsionaram o desenvolvimento de novos medicamentos e
terapias. A penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1929, abriu a porta
para uma era de tratamentos as infec¢des bacterianas. Fleming trabalhou como
médico na 22 Guerra mundial e o predominio de infeccdes secundarias de
estafilococos em feridas influenciou seu interesse no estudo de antissépticos,
investigando uma série de substancias que interferem no crescimento
bacteriano(6). Em 1922, ele isolou uma das vias nasais de um doente que sofria
de rinite aguda uma substancia antibacteriana que nomeou de lisozima(6).

Alexander Fleming possuia dominio no estudo da lise bacteriana e a
descoberta da penicilina, embora classificada como “Serependity”, sé foi
possivel devido ao seu conhecimento prévio sobre o assunto?.

A grande descoberta de Fleming iniciou-se durante a sua auséncia no
laboratorio, neste periodo, esporos se estabeleceram em uma placa de Petri que
continha estafilococos. Ao retornar, o cientista observou que o mofo sobre a cepa

de estafilococos produzia uma substancia bactericida. Fleming passou a estudar

2“0 acaso s6 favorece a mente preparada” - Louis Pasteur.
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as caracteristicas das substancias encontradas e, com a ajuda de C.L. Latouche,
descobriu que o fungo pertencia ao género Penicilium. Fleming cunhou a palavra
penicilina e observou que a substancia matava estreptococos, pneumococos,
meningococos e bacilos, sendo atoxico aos animais(4).

Neste periodo, também foi introduzido o conceito de enzimas e receptores,
que foi empiricamente utilizado para descrever alvos que poderiam se ligar a
farmacos. Este foi um conceito bioquimico que auxiliou na descricdo e
caracterizagao da anidrase carbonica em 1933(7), uma enzima que possui papel
importante no transporte de CO2 e no controle de pH do sangue. Em seguida foi
descoberta a sulfonamida, grupo de antibioticos sintéticos usados no tratamento
de doencas infecciosas. Compostos derivados desse grupo originaram farmacos
no tratamento de diabetes Mellitos do tipo Il, edemas, glaucomas e até
hipertensao(4).

O aumento explosivo de novos tratamentos e farmacos aconteceu apos a
22 Guerra Mundial. A descoberta de antibiéticos seguros e eficazes foi seguida
por eficientes tratamentos de doencas cardiacas, hipertensdo e asma. Vale
ressaltar o desenvolvimento da psicofarmacologia, instituindo o tratamento
relacionado aos medicamentos psiquiatricos refletindo uma projecdo de
substéancias psicoativas. Essa expanséo aprofundou uma nova visédo sobre 0 uso
de novos farmacos e suas propriedades farmacoldgicas que abrangem as
propriedades fisico-quimicas, composicao, efeitos bioquimicos, fisiologicos e
usos terapéuticos(b).

Em paralelo, tem-se uma das descobertas mais importantes do século XX.
James Watson e Francis Crick, no inicio da década de 50, publicam na Nature(8)
a obra classica sobre a estrutura em hélice da molécula de DNA. Este trabalho
deve ser visto como contribuicdo fundamental para o entendimento de moléculas
bioldégicas. O conhecimento estrutural de replicacdo e traducdo do material
genético, a partir das bases do DNA, permitiu entender como se dava a
organizacao dos nucleotideos.

A primeira analise da estrutura tridimensional de proteinas ocorreu com 0s
trabalhos de Linus Pauling e Robert Corey(9), em 1950, e Gopalasamudram N.
Ramachandran(10), em 1960. A sistematizac&o do trabalho acerca da estrutura
tridimensional, seguido da informacé&o genética, se deve ao papel chave de
Margaret Dayhoff, uma das pioneiras no uso de computadores para o estudo de
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biomoléculas(11). Dayhoff desenvolveu uma série de matrizes de probabilidade
gue explicavam as mudancas de aminoacidos ao longo do tempo, baseando na
teoria do alinhamento de sequéncias de proteinas.

Com o progresso computacional tornaram-se possiveis as primeiras
andlises com programas de dindmica molecular sobre o enovelamento de
proteinas(12,13). O estudo da estrutura de proteinas busca o entendimento das
moléculas e eventos mediados por elas. Esse processo inclui a identificacdo do
modo de interacao entre moléculas (docking), avaliacdo na estrutura e ambiente
molecular na dinamica, selecdo de compostos com maior potencial de inibicéo e
funcdo das moléculas. Estes ultimos cresceram decorrentes da conclusédo do
projeto genoma humano(14). O impacto desta iniciativa resultou em uma
melhoria nos processos terapéuticos acessiveis a populagéo, no entanto, guiar
o planejamento de um novo composto ainda é uma estratégia complexa(15).

1.1.2 Mecanismo de acdo de um farmaco

A acdo de um farmaco é resultado da interacdo do mesmo com uma
macromolécula (geralmente, proteina) do organismo. Os ligantes com
caracteristicas de farmacos modulam as funcdes das proteinas derivando
reacbes bioquimicas e fisioldgicas em resposta a esta alteracdo. E importante
ressaltar que o farmaco ndo cria efeitos, mas modula fun¢des fisioldgicas
distintas. Os farmacos que se ligam aos receptores fisioldgicos e mimetizam os
efeitos reguladores dos compostos enddgenos de sinalizacdo sdo denominados
agonistas. Os compostos que se ligam sem efeito regulador e blogqueiam a
sinalizacdo dos agonistas sao denominados antagonistas(2).

A ligacdo de um farmaco ao seu alvo envolve intera¢des ibnicas, ligacdes
de hidrogénio, interacfes hidrofébicas, hidrofilicas e covalentes. Adicionado a
estes mecanismos, a eficacia geral de um farmaco esta relacionada aos efeitos
de farmacocinética ou ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecao e
toxicidade). A absorgcdo descreve a taxa de saida do farmaco de seu local de
administracdo e extensdo com que este processo ocorre. Apos a absorgéo, a
distribuicdo do farmaco ocorre nos liquidos intersticiais e intracelulares. Esse

processo inclui fatores fisiologicos e propriedades fisico-quimicas especificas de
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cada farmaco. A fase de distribuicdo pode levar minutos ou varias horas, até que
haja um equilibrio entre a concentracéo do farmaco no tecido e sangue(2).

A conversdo metabdlica de um farmaco possui natureza enzimatica e sua
concentracdo excessiva em um sitio receptor ou promiscuidade, que é a possivel

interacdo com varias proteinas, podem acarretar em toxicidade para a célula.

1.1.3 Limitacdes e Custos

A interacao do farmaco com o complexo sistema biolégico pode resultar em
um efeito diferente do esperado. Um dos maiores problemas na obtencdo de um
farmaco com eficacia desejavel esta relacionado principalmente a
farmacocinética. Estes efeitos determinam a “concentracdo da droga em seu
sitio de acao e por consequéncia a intensidade de seus efeitos em funcdo do
tempo”(2). No desenvolvimento de um novo farmaco uma das maiores
frustracdes se baseia na necessidade de uma molécula lider alcancar o local de
acao, ou seja, a macromolécula. Dependendo dos recursos disponibilizados,

somente parte destes alvos pode ser estudado.

Entre 1975 e 2004, o numero de farmacos inseridos no mercado foi de 1556.
Esse numero sugere um avanco para saude e medicina, no entanto, nao
beneficia a todos. De acordo com a pesquisa realizada pela World Health
Organization (WHO) em 2007(16), durante o periodo citado, 179 novos farmacos
para doencas cardiovasculares foram inseridos no mercado. Para doencas
tropicais e tuberculose foram desenvolvidos 21 farmacos, durante o0 mesmo
periodo. As companhias farmacéuticas focam em paises com altos indices de
crescimento econdmico e social ignorando paises em desenvolvimento e de

baixos indices sociais.

Aproximadamente 100 bilhdes de ddlares séo gastos por ano em pesquisa
e desenvolvimento em saude, sendo que dez por cento deste total sdo gastos
em doencas que afetam paises em desenvolvimento. O namero de industrias
farmacéuticas concentradas na América do Norte, Japdo e Europa representa

88% do valor global, visando o mais atrativo potencial de comercializa¢cao(16).
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1.2 Biologia Estrutural

Sabe-se que o0 conhecimento das estruturas tridimensionais das proteinas
desencadeou o0 uso da biologia estrutural com a aplicagao focada nas globinas,
enzimas e hormoénios polipeptideos. A principio, o0 emprego destas estruturas
guiou a sintese de ligantes da hemacia para diminuir a forma em foice da mesma
e melhorar o transporte de Oz pelo sangue(17), a modificagdo quimica da
insulina para melhorar a meia-vida na circulagdo(18) e o planejamento de
inibidores de serino-proteases para controlar a coagulacao do sangue(19). Estas
estruturas foram analisadas através da técnica de cristalografia de raio-x(20).

O conhecimento prévio acerca da estrutura tridimensional das proteinas
impulsionava o planejamento de novos farmacos, entretanto, muitas dessas
macromoléculas ndo eram acessiveis diretamente por cristalografia de raios-x.
A alternativa encontrada, na década de 80, foi usar os compostos lideres para
serem explorados por modelos comparativos baseados na modelagem por
homologia(21). O método foi utilizado para modelar a renina a partir da estrutura
da aspartil protease. As estruturas foram Uteis para obter as topografias das
superficies proteicas complementares ao ligante, podendo ser explorada para
otimizar a poténcia e seletividade. Eventualmente, estruturas cristalinas de alvos
com atividade terapéutica relevante tornaram-se disponiveis, farmacos no
combate a AIDS como a Agenerase e Viracept, foram desenvolvidos utilizando-

se a estrutura cristalina da HIV-protease(22).

1.3 Integracao de técnicas de triagem virtual e triagem
biolégica no planejamento de farmacos

1.3.1 High-Throughput-Screening (HTS)

A industria farmacéutica como descrita inicialmente sofreu mudancas
significativas ao longo dos anos. Na década de 70, os compostos “lideres” eram
descobertos usando ensaios in vitro e triagem in vivo. A fonte destes compostos
surgia, principalmente, de produtos naturais e observacgdes clinicas de efeitos

colaterais(23). A maioria destes compostos tinha em comum uma atividade
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terapéutica(24) que, a priori, havia passado por uma consideravel investigacao
cientifica para ser identificada como uma molécula lider. Do ponto de vista do
comportamento quimico, 0s compostos que apresentavam o pior desempenho
em uma série de analogos eram eliminados.

Esta situacdo mudou dramaticamente com o advento do Hight Throughput
Screening (HTS) ou triagem de alta vazdo que tornou tecnicamente viavel
rastrear centenas de milhares de compostos in vitro através de ensaios que
propiciam a avaliac@o bioldgica destes compostos contra uma proteina alvo ou
um sistema biolégico definido(25,26). Além disso, cresce cada vez mais o
namero de colecBes de compostos gracas a quimica combinatérial que permitiu
a sintese automatizada de niumeros macicos de compostos para a triagem de
HTS.

A geracdo da base de dados é influenciada por diversos fatores,
destacando-se as propriedades moleculares e fisico-quimicas. Neste contexto
Lipinski e colaboradores(24) definiram quatro parametros que devem estar
associados a solubilidade e permeabilidade do composto: o peso molecular,
coeficiente logaritmico de particdo (LogP), o nimero de doadores de hidrogénio
e 0 numero de aceptores de hidrogénio. A analise resultou em uma técnica
mnemonica chamada “regra dos cinco” ou “regra dos cinco de Linpinski” porque
o valor de corte dos quatro parametros sédo todos préximos a cinco ou multiplos
de cinco. Para a regra dos cinco, as propriedades que levam a ma absorcao e

menor permeabilidade sao:

I O peso molecular maior que 500 Da.
i. LogP maior que 5;
iii. Numero de doadores de hidrogénio maior que 5.

iv. Numero de aceptores de hidrogénio maior que 10.

As classes de compostos que sao ligantes para transportadores biolégicos
sao excecOes para estas regras.

Em contrapartida, o conceito de lider-similar (em inglés, lead-like) surgiu
para identificar moléculas com propriedades semelhantes as de compostos
lideres. Essas substancias bioativas devem apresentar propriedades similares
as dos compostos que serviram como ponto de partida para o desenvolvimento

de novas entidades quimicas passando por um processo de otimizagéo(27).
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Um dos métodos mais confidveis em quimica medicinal para melhorar a
atividade in vitro é incorporar grupos lipofilicos adequadamente posicionados.
Por exemplo, a adicdo de um grupo metila que ocupa uma cavidade contribui
para diminuir a energia de ligagdo em 0,7 Kcal/mol(28). Por outro lado, é
geralmente dificil melhorar a poténcia in vitro por manipulacdo de grupos polares
gue sdo envolvidos em interacdes ibnicas com o receptor. Grupos polares nos
farmacos que ndo sdo necessarios para a ligacao ocorrer podem ser tolerados
se ocupam espago no solvente mas ndo sao adicionados na ligagdo com o
receptor(24).

O HTS, invariavelmente, leva a identificacdo de grande numero de
sucessos (hits), sendo que apenas uma modesta fracdo se apresenta como
ligantes verdadeiros da enzima alvo. Neste caso, um numero expressivo de
sucessos nao corresponde a mecanismo de inibicdo da enzima por mecanismos
especificos, por exemplo, inibicAo competitiva, mas pode estar associado a
inibicdo promiscua ou fatores de agregacdo. ApoOs a identificacdo destes
sucessos, faz-se necesséaria a confirmacdo e validacdo dos resultados por
ensaios secundarios(27).

1.3.2 Triagem virtual baseada na estrutura do receptor (TVER)

A triagem virtual baseada na estrutura do receptor avalia um extenso banco
de dados simulando intera¢cdes entre os farmacos e alvos moleculares. O método
em questdo permite a descoberta de ligantes com diversidade estrutural,
entretanto, € necessario o conhecimento prévio da estrutura tridimensional da
proteina. A macromolécula pode ter sua estrutura elucidada experimentalmente
ou através de metodologias computacionais como modelagem comparativa(27).

Esta técnica necessita de uma delicada preparacao, com cuidados a serem
realizados na preparacao do ligante. A base de dados que contém o farmaco
necessita do célculo das cargas parciais atbmicas e a representagéo correta dos
estereoisbmeros, tautbmeros e dos estados de protonagdo(29,30). A proteina
necessita estar no estado adequado de protonacdo, deve haver a escolha
correta do modelo tridimensional e a cavidade para a ligacdo deve ser
previamente definida. A macromolécula geralmente é tratada de forma rigida ou

com flexibilidade limitada.
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As moléculas de &gua contidas no sitio ativo podem participar das
interacOes intermoleculares durante a interacdo proteina-ligante, mas resulta em
um grande custo computacional.

Depois de preparados, o ligante e o receptor, realiza-se a docagem
molecular na qual sdo analisadas as interagfes intermoleculares dos residuos
do sitio de interacdo da cavidade alvo. As poses ou conformacdes dos ligantes
dentro da cavidade séo classificadas de acordo com uma fun¢édo de pontuacao.
Existem véarios programas de docagem que permitem a realizacdo deste
procedimento. As func¢des de pontuacdo podem ser baseadas em: (i) principios
fisico-quimicos, processo em gque se analisam calculos de interacdes
eletrostaticas, van der Waals e de dessolvatacéo; (ii) funcdes experimentais em
que fatores entropicos e entélpicos envolvidos no reconhecimento proteina-
ligante tém seu peso ajustado para reproduzir um conjunto experimental de
dados, e por ultimo; (iii) funcdes com base em conhecimentos que utilizam dados
estatisticos provenientes de complexos ja reconhecidos e que estabelecem
parametros moleculares uteis.

Os estagios particulares que merecem cuidados significativos sdo a
disponibilidade comercial de moléculas para a sintese organica e a avaliacéo
experimental, onde 0s ensaios in vitro devem ser padronizados e validados. A
conclusao destas etapas fornece hits que podem se tornar ligantes reais para a
proteina-alvo determinando propriedades como poténcia, afinidade e

seletividade.

1.4 Atributos in silico na selecéo do alvo molecular

O reconhecimento de um alvo é um passo essencial na exploracdo de
novos medicamentos. A identificacdo e validacdo da macromolécula como
terapeuticamente significativa irdo guiar o reconhecimento de novos farmacos
contra estes alvos. No inicio, a insercdo de um farmaco no mercado era
conduzida, principalmente, pela quimica e farmacologia. Com o sequenciamento
gendmico este processo se expandiu para outras areas além da Biologia, como
Matematica, Fisica e Computagdo. Os programas destinados ao planejamento

de moléculas bioativas se iniciam com a validagcéo do alvo, que na maioria dos
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casos sao biomoléculas como proteinas receptoras, enzimas e canais de
ions(31).

1.4.1 Busca por cavidades

Um dos processos iniciais para a analise de um alvo com potencialidade
terapéutica reside na busca por cavidades nas estruturas tridimensionais. Muitas
aproximacodes para a busca destas cavidades séo realizadas. Existem métodos
ou algoritmos baseados em geometria como, por exemplo, SURFNET(32),
LIGSITE(33) e CAST(34). Simplificando, estes algoritmos partem da premissa
gue os locais de ligacdo devem ser invaginacdes céncavas na superficie das
proteinas. Os algoritmos que se baseiam em energia levam em consideracdes
alguns processos fisicos por célculos de potenciais de ligacdo ou energias de
ligacdo, sendo exemplos o GRID(35) e o DogSite(36).

O programa que utilizamos durante o trabalho é o KVFinder(37),
desenvolvido por pesquisadores do Laboratério Nacional de Biociéncias-LNBio.
Esta ferramenta possui um modelo versétil e facil para usar na prospeccédo de
cavidades e caracterizacdo espacial. O KVFinder apresenta um conjunto
customizavel de parametros que pode ser empregado como um plugin do Pymol
ou ser utilizado através de linha de comando. O fato de ser um programa com
codigo aberto além da possibilidade de sua utilizagdo em pipeline foram de
grande valor para a execucao do trabalho. No préximo topico, o KVFinder sera

descrito com maiores detalhes.

1.4.1.1 O KVFinder

Esta é uma ferramenta que realiza a busca de cavidades baseando-se em
um grid geométrico, que apresenta algumas capacidades distintas como a
segmentacgao das cavidades(37). A segmentacdo espacial gera a representagéo
destas cavidades com alta resolucdo. Para validar a ferramenta, os autores
utilizaram um benchmark com 198 drogas e compararam com outras
ferramentas. A simulacao consistiu em fazer uma busca por todas as cavidades
e a predicéo foi considerada correta quando o centro geométrico da cavidade se
encontrava a uma distancia de 4 A de qualquer atomo ligante. As cavidades

foram baseadas no volume e as trés principais cavidades foram analisadas(36).
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A taxa de sucesso foi avaliada para trés casos, classificados como: Top 1,
Top 2 e Top 3 que, no artigo, referia-se a uma, duas e trés melhores cavidades,
respectivamente. De acordo com os resultados o KVFinder teve a melhor taxa
de sucesso com o Top 1 e Top 3, ficando atrds somente do método de predi¢do
MetaPocket2.0, que combina o resultado de mecanismo de predicdo de muitos
programas. Em um segundo teste, para avaliar o desempenho do KVFinder
usando uma customizacao do parametro probe out, que sera abordado a seguir,
o KVFinder se tornou apto no desempenho para todos os trés métodos,
alcancando 76% de taxa de sucesso no teste Top 3(37). Os resultados podem
ser vistos na Tabela 1 onde ha a comparacdo do KVFinder com as outras
ferramentas.

Tabela 1: Sucesso na predicdo de cavidades ligantes do KVFinder, em relacdo as
outras ferramentas, para 198 estruturas alvos de farmacos conhecidos.

Method TOP 1 TOP 2 TOP 3
KVFinder Combined Prediction 67 74 76
MetaPocket 2.0 61 70 74
KVFinder 51 56 62
LIGSITE(33) 48 57 61
Q-SiteFinder(38) 40 54 62
SURFNET 24 30 34
ConCavity 47 53 56
Fpocket(39) 31 48 57

1.4.1.2 Modelo Teorico

O KVFinder(37) define cavidades geometricamente, baseado na definigdo
da teoria de morfologia matematica(40). A proteina € inserida em uma grade
tridimensional e os pontos séo tipificados como pertencentes ou nhdo a um
espaco com atomos. Duas sondas sdo utilizadas para definir a superficie
molecular da proteina e as cavidades (36). O algoritmo usado no software usa
uma sonda A (probe in) com raio de 1.4A para definir espaco entre a proteina e
0 meio. A sonda percorre toda a grade, os pontos situados nos espacos
preenchidos com &tomos sdo definidos como “Falso” (rotulados como 0) e os

espacos nao preenchidos por atomos (vazios) sao definidos como “Verdadeiro”
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(rotulados como 1). O mesmo processo é feito com a sonda B (probe out) que
NAo possui acesso ao espaco vazio dentro da proteina, gerando dessa forma
uma superficie que define o limite entre a cavidade e o espaco exterior a

macromolécula(41).

Para o calculo do volume é feito um somatério dos cubos (voxels)
dimensionados pela grade dentro da cavidade. Multiplica-se o0 nUmero de pontos
(n) pelo volume de um cubo, ou seja, sendo h a distancia entre os pontos da
grade, o volume da cavidade sera n*h3. O célculo da &rea é feito pela soma do
namero (n) de pontos que estao na superficie que delimita a cavidade seguido

pela multiplicagcdo por h?(37,41).

A superficie apresentada pelo KVFinder € descrita pela area da cavidade
gue tangencia a superficie da proteina e a area da cavidade que fica exposta ao
solvente, ou seja, a “tampa” da cavidade. Assim como outros programas (e.g.,
PocketFinder(42) e Q-SiteFinder(38)) e servidores (e.g., DogSite(43)), a area
calculada é representada pela superficie que envolve todo o volume da cavidade
(superficie molecular e a “tampa”). Portanto, estdo incluidos pontos que
tangenciam a proteina e pontos da fronteira entre a cavidade e o ambiente em

que a macromolécula esta contida.

1.5 Propriedades Fisico-Quimicas

1.5.1 Lipofilicidade

As primeiras descricdes sobre as interacdes hidrofébicas(44) ja
enfatizavam a importancia das forcas entre os farmacos e seu ambiente durante
o transporte, reconhecimento e processos de ligacdo com receptores. Estas
interacbes s&o0 muito importantes no caso de proteinas em um ambiente aquoso
ou em uma membrana e séo reconhecidas como um dos principais fatores para

o enovelamento de proteinas.

A interacdo farmaco-receptor age de forma similar as forcas
intermoleculares que agem no particionamento do soluto entre a 4gua e a fase

organica imiscivel(45). O parametro que descreve este particionamento,
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denominado coeficiente de particdo logaritmica (logP), esta correlacionado com
a atividade biolégica(46). O efeito lipofilico pode ser descrito e quantificado
utilizando-se a mudanca na energia livre para transferir a molécula da fase polar

para a apolar.

Na literatura € habitual usar o termo lipofilicidade para se referir somente a
hidrofobicidade. No presente trabalho, o termo lipofilicidade pode indicar valores
de hidrofobicidade e hidrofilicidade. Enquadrando em uma escala, quando
mencionamos que uma superficie possui alta lipofilicidade significa que ela é
hidrofébica ou apolar e possui baixa hidrofilicidade (polaridade). Uma superficie

com baixa lipofilicidade significa que a superficie € hidrofilica ou polar.

O termo potencial lipofilico € definido considerando-se uma molécula
cercada por um solvente polar e toda a lipofilicidade desta molécula pode ser
obtida através das contribuicdes fragmentais ou atdmicas. Estas subdivisdes da
lipofilicidade s&o pré-requisito para definir o mapa lipofilico de uma superficie.
Desta forma, € razoavel postular uma regra dependente da distancia que reporta
a influéncia de diferentes fragmentos da lipofilicidade em um determinado ponto

da superficie molecular(47).

1.5.1.1Coeficiente de Particdo Logaritmica

O coeficiente de particdo de um soluto em dois solventes pode ser
aproximado como a razdo de sua solubilidade nestes. O coeficiente de particao
logaritmico esta diretamente relacionado a mudanca na energia livre durante a
transferéncia do soluto de um solvente para o outro(48). Este parametro esta
correlacionado com o volume molar, densidade de carga e polarizabilidade.

A utilizacdo de parametros atébmicos fisico-quimicos para a definicdo de
lipofilicidade, com intuito de ser amplamente utilizada no mapeamento de
estruturas tridimensionais, foi inicialmente proposta por Hansch e
colaboradores(49) e Rekker e colaboradores(50,51). Posteriormente, Ghose e
Crippen(52) desenvolveram um trabalho com o objetivo de encontrar parametros
de hidrofobicidade mais refinados e amplamente aplicaveis para serem usados

na interacdo entre ligante-receptor. Os parametros, denominados como
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coeficiente de particdo da molécula no sistema agua-octanol, referem-se a

medida da lipofilicidade de cada atomo ou fragmento.

Para a parametrizacdo de lipofilicidade de atomos individuais calculam-se
as suas contribuicdes em um conjunto de pequenas moléculas. Enquanto estas
propriedades ndo sao estritamente aditivas, as interacdes intramoleculares
podem ser explicadas por classificar atomos em diferentes tipos com base em
atomos ligados e vizinhos(46,52). O coeficiente de particdo octanol-agua é

determinado a partir da equagao:

logP = Z n;a;
i

Equacéo 1

Onde n; é o numero de atomos do tipo i e a; € a contribuicdo correspondente

ao atomo do tipo i. Varios tipos de atomos foram estudados sendo que os fatores
gue resultaram na sua classificacdo sao relativos a hibridizacdo do atomo, a
densidade formal de cargas e acessibilidade da molécula solvente em torno do

atomo.

1.5.1.2 Potencial Lipofilico Molecular (PLM)

Em estudos preliminares realizados por Crippen e colaboradores(46), o
pré-requisito para determinar a lipofilicidade de toda a molécula, medido pelo
logaritmo do coeficiente de particdo, € obter uma superposicéo das contribuicdes
atdmicas. Para definir o mapa superficial desta quantidade é plausivel postular
uma regra dependente da distédncia e encontrar a influéncia de diferentes
fragmentos em um ponto na superficie. Inicialmente, Audry e colaboradores(53)
propuseram, em analogia ao Potencial Eletrostatico, uma fungédo que denominou
“Potencial Lipofilico Molecular” (PLMa):

Lifi
~(1+£)

PLM, =

Equacéo 2
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Onde fi é a lipofilicidade parcial do i-ésimo fragmento da molécula e di € a
distancia do ponto na superficie da molécula ao centro do fragmento i. A longa
distancia, a semelhanca da funcdo com o Potencial Coulombiano faz com que
um grande namero de 4tomos distantes da superficie seja dominante no calculo
do PLMa (45). Para pequenas moléculas a fungcdo PLMa é satisfatoria. Firet e
colaboradores(54) calcularam o perfil do PLM para 20 aminoacidos usando os
valores de lipofilicidades de &atomos simples postulados por Crippen(52).
Fauchere(55) prop6s outra forma de determinar o PLM, definindo a contribuicéo
fragmental em relacéo a superficie da forma PLM ~ e-%. Esta fun¢do do potencial
foi designada com base nos efeitos de proximidades observados por Rekker(51)
e Hansch e Leo(49), sendo utilizado para a observacdo o sistema farmaco-

receptor. Ambos 0s modelos obtiveram sucesso para pequenas moléculas.

Sabendo que as contribuicbes fragmentais de LogP sdo baseadas em
contribui¢cdes locais Heiden e colaboradores(47) definiram uma aproximacéao de
PLM que foi particularmente designada para mapear a hidrofobicidade local na
superficie acessivel ao solvente de macromoléculas baseados nos valores
propostos por Crippen e Ghose(56). Heiden(47) introduziu uma nova forma de

calcular o PLM dada por:
PLM = N-lzﬁ £(dy)
i

Equacéo 3
Onde &(di) € uma funcéo dependente da distancia di do atomo i a superficie

da molécula e N é o fator de normalizacéo:

N = Z £(dy)

Equacéo 4

A funcéo ¢(d) deve ser suave e ter valores finitos para d<dcorte, S€NAO dcorte
denominado distancia de proximidade e deve ser maior que qualquer raio de Van
der Waals de um atomo da molécula sob consideracdo. Para distancia d < dcorte,
o valor da fungéo deve cair rapidamente ao valor zero. A normalizagéo da fungéo
representada por N garante que os valores de lipofilicidade gerados na superficie

sejam coerentes. A funcdo PLM representa um peso médio sobre todos os
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valores de fi, logo, os &tomos que estdo mais longe da superficie ndo contribuem

significativamente. Isto pode ser demonstrado da seguinte forma (ver Figura 1):

Se somente um atomo esté incluido na superficie de corte:

> fiE@d) = fig@)

Equacéo 5

Como i=1, a funcéo é definida como PLM = f;.

Somente quando dois atomos estdo dentro do raio de corte sendo
iguais a distancia dos dois atomos a um ponto da superficie
(d1=d2=d):

Y @ = R+ @D e N=) £(d) =26

Equacéo 6

A funcao de potencial lipofilico molecular é descrita como:

Equacéo 7

No ultimo caso, dois a&tomos com distancias diferentes (di1#d>) de um

ponto da superficie:

_ f18(dy) + £26(d>)
PLM = =@y + ey

Equacéo 8
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Figura 1: Representacao dos atomos que contribuem para a manifestacao do potencial
lipofilico. Em I, ha um &tomo centrado no ponto 1 dentro do raio de corte, em Il h& dois
atomos de centros 1 e 2 dentro do raio de corte com a mesma distancia (d:) de um ponto
da superficie e, em Il dois atomos com diferentes distancias(d: e d2) de um ponto da
superficie, mas dentro do raio de corte.

1.5.1.3Representacédo de {d)

De acordo com Heiden(47) ndo h& uma razdao fisica para a escolha de ¢,
esta funcdo deve obedecer as condicfes citadas na secdo anterior em relacdo a
distdncia d do atomo e dcote. A funcdo apresentada no artigo e também

empregada no programa € baseada na funcao de Fermi (Figura 2):

HOEE

ald—dcortel +1
Equacéo 9
A escolha analitica para esta funcao reside também no fato de que ela decai

rapidamente no intervalo decorte — Ad < d < Adcorte + Ad com Ad = %

A aproximacéo ¢ flexivel e a escolha dos parametros a serem considerados

foram o dcorte igual a 4 e a igual a 2.
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Funcdo de Fermi

L\
7N

) x
SN

S E—

1 131619 2,2 25 268 313437 4 43 46 49 52 55 58

5(d)

Figura 2: Funcao de distancia ¢ baseda na funcdo de Fermi. Os parametros utilizados
para plotar o gréafico foram: a=2 e dcoe=4. Nota-se que a fungéo é proxima de zero (seta
vermelha) quando d é igual a 4.

A funcéo escolhida ndo tem uma descri¢cao fisica por si s6. De qualquer
forma, a aproximacao geral € bem flexivel, i. e., pode ser considerada como uma

razoavel escolha dos trés parametros fisicos.

1.6 Potencial de ligac&o de hidrogénio

Interacbes entre proteinas como, por exemplo, enzimas e pequenas
moléculas dependem da formacao e ruptura de ligacées de hidrogénio, sendo o
meio composto por moléculas de agua, o que possibilita a transferéncia de
prétons e/ou elétrons, essencial para as reacdes quimicas(55,57). A energia livre
de ligag&o oriunda do termo relativo a ligacao hidrogénio entre o receptor-ligante
depende da distancia entre o aceptor a doador de hidrogénio, além do angulo de

ligagéo entre eles.

As ligacBes de hidrogénio podem ser definidas como uma interagédo
intermolecular entre uma regido contendo hidrogénio deficiente de elétrons e

uma regido de alta densidade de elétrons(58). Esta relacdo € valida somente
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para &tomos de hidrogénio ligados a &tomos com alta eletronegatividade — séo
eles: nitrogénio, oxigénio e fldor. A ligacdo de hidrogénio € direcional néo-
covalente e fundamental para a estrutura quimica e reatividade(59). A formacéo
de uma ligacéo de hidrogénio € baseada no reconhecimento molecular de partes
complementares da molécula incluindo grupos aceptores e doadores. Esta
interacdo é mais fraca relativamente a ligacdes idnicas e covalentes; geralmente
as energias de ligacdo cobrem intervalos entre -0,2 e -40 Kcal.mol}(58). Devido
a estas caracteristicas as ligagbes podem ser rompidas em intervalos de
flutuacdes térmicas e processos de reconhecimento molecular podem ocorrer

facilmente.

As ligacdes de hidrogénio sao tipos importantes de interacdes dipolo-dipolo
e podem ser consideradas um caso especial de ligagdo covalente. O grupo
composto pelo atomo mais eletronegativo ligado ao hidrogénio é chamado de
doador de hidrogénio e o &tomo que contribui com o par ndo compartilhado de

elétrons € denominado aceptor de ligagdo de hidrogénios.

Para a andlise do potencial de hidrogénio tendo como referéncia somente
a cavidade da proteina, o descritor foi contabilizado identificando sitios onde ha
atomos aceptores e doadores de hidrogénio. Para analisar a quantidade e
densidade relativa as estruturas aceptoras e doadoras de hidrogénio
encontradas em cavidades de proteinas foi utilizado o método apresentado pelo
MOLCAD do SYBYL(60).

1.7 Potencial Eletrostatico

Processos bioldgicos englobam uma variedade de processos fisicos e
quimicos, como o transporte de substancias através de membranas, reacdes
guimicas catalisadas por enzimas, e reconhecimentos de ligantes por receptores.
A interacdo eletrostatica desempenha importante papel nestes sistemas

biolégicos.

O modelo tedrico da interagdo eletrostética é relativamente simples. Sabe-
se, a priori, fazendo uma aproximacao classica, que a interacdo entre duas

cargas é governada pela lei de Coulomb. Quando temos mais de duas cargas a
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energia eletrostética total do sistema se torna um somatorio de interacfes
coulombianas. Ao modelar macromoléculas, a aplicacéo desse principio se torna

mais complexa.

O mapeamento eletrostatico realizado neste trabalho € fornecido pelo
préprio KVFinder: na ferramenta cada ponto ocupado por um atomo € definido
por uma carga especifica e estes valores sdo armazenados em um vetor. Para
cada entrada verdadeira da matriz, o algoritmo computa o valor médio das
cargas nao nula de cada posicdo vizinha entdo cada entrada do vetor da

superficie recebe o valor médio de cargas recém calculadas(41).

Supondo que a distribuicdo das cargas dos atomos seja homogénea entéo
a grade ira possuir cargas atbmicas parciais nos pontos de fronteiras das
cavidades(41).

1.8 MOLCAD e SYBYL-X

Para a validacao dos potenciais calculados foi utilizado o médulo MOLCAD
pertencente ao programa SYBYL-X(60) que caracteriza propriedades como
lipofilicidade, densidade de doadores e aceptores de hidrogénio, potencial

eletrostatico.

A superficie molecular é gerada, deslizando sobre um conjunto de pontos,
uma sonda com raio de 1.4 A (molécula de 4gua) ao longo do modelo CPK(9,61).
Para a busca de canais e cavidades, a molécula é posicionada em uma grade,
em que cada ponto é classificado como “in” (dentro) se estiver dentro da
superficie molecular e “out” (fora), os demais. Os pontos “out” sdo selecionados
e seus pontos vizinhos que est&o a uma distancia maxima de 12 A s&o rotulados
nos sentidos positivo e negativo de cada eixo cartesiano. Se existirem dois eixos
com pontos adjacentes rotulados com “in”, nas dire¢Ges positiva e negativa o

ponto central é rotulado como uma cavidade.

Os pontos adjacentes identificados como um ponto de cavidade sé&o
clusterizados. Entao, sdo realizadas duas operagdes: (i) a “contragdo” que, pelo
algoritmo, uma monocamada de pontos nas fronteiras dos clusters € removida.

Os clusters gue restaram, se possuirem um ou mais vizinhos rotulados como
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pontos ndo pertencentes a uma cavidade, sdo eliminados, (i) a segunda
operagao € a “relaxagao”, em que qualquer ponto da grade com um ou mais
vizinhos classificados como pontos de uma cavidade séo adicionados ao cluster
correspondente. Com estas duas operacdes pequenos clusters sdo removidos
enquanto clusters maiores séo ligados por aglomerados menores(62).

O MOLCAD do SYBYL-X possui capacidade de calcular, entre outros,
potenciais lipofilicos, densidade de aceptores e doadores de hidrogénio,
potencial eletrostatico de Poisson-Boltzman com exibicdo especificada em cores
para cada potencial. A validacdo desse programa foi realizada com substratos
especificos de diferentes enzimas P450 e identificacdo e caracterizacao do sitio

ativo da tripsina(62).

1.9 Drogabilidade
1.9.1 Definicéo

Os avancos em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
e cristalografia de raios-X aumentaram a habilidade de obter estruturas
tridimensionais de proteinas sozinhas ou em complexo com ligantes naturais ou
nao-naturais. A avaliacao destes dados estruturais, especialmente de proteinas
complexadas com pequenas moléculas ligantes, permite andlises na tentativa de
compreender e prever as forcas que regem o reconhecimento molecular do
ligante. Entender estas forcas se torna essencial para a busca de novos
farmacos, moléculas que podem ligar-se com alta afinidade e especificidade a

proteinas(27).

O processo de reconhecimento de um farmaco por uma macromolécula
com alta afinidade e especificidade é conhecido como drogabilidade. A
drogabilidade avalia a probabilidade de pequenas moléculas semelhantes a
farmacos poderem se ligar a um determinado alvo, com potencial suficiente para

alterar sua atividade(63).

O conceito de drogabilidade postula que os sitios de ligacdo das moléculas
bioldgicas sdo complementares em termos de volume, topologia e propriedades
fisico-quimicas para seus ligantes. Em trabalhos publicados por Hopkins e
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colaboradores(64), introduziu-se o conceito de “Genoma Drogéavel” focando

pesquisas de proteinas drogaveis e suas caracteristicas.

Os recursos necessarios para avaliacdo de drogabilidade baseado em
software sdo, na maioria dos casos, restritos em comparacdo com técnicas
experimentais como espectroscopia por RMN. Métodos experimentais requerem
substancial investimento em pesquisas, tempo de purificagcdo de proteinas e
coleta de dados. Um esforgo que precisa ser considerado em relagédo ao ganho
de conhecimento sobre uma molécula com caracteristica de farmaco e se esta
de fato modula a atividade biol6gica de uma proteina. A espectroscopia por RMN

pode ser realizada com um limitado nimero de proteinas.

Os métodos computacionais que buscam drogabilidade podem apresentar
diferentes abordagens. Uma proteina drogavel compreende um dominio
drogéavel privilegiado, isto €, um dominio funcional de uma familia na qual uma
fracdo significativa dos membros tem sido com sucesso alvo de farmacos(63,64).
Outra aproximacao € a avaliacao da drogabilidade baseada na estrutura, ou seja,
a identificacdo de sitios de ligacdo na superficie da proteina. O sitio adequado
para a ligacdo de um farmaco possui certas propriedades como tamanho,
profundidade da cavidade, forma, distribuicdo da lipofilicidade por area, nUmero
de doadores e aceptores de hidrogénio(30,65).

1.9.2 Métodos e Limitacdes

Os métodos abordados para avaliar a drogabilidade de proteinas
apresentam meéritos e limitacdes. No caso dos métodos computacionais a
disponibilidade de programas e os custos devem ser levados em consideracao.
Para muitas enzimas e receptores pode ser possivel ter um primeiro palpite
sobre a drogabilidade de sitios ligantes para uma tratabilidade de homologos.
Avaliar os farmacos ligados aos dominios proteicos que pertencem a mesma
familia de genes pode ser usado para calcular a drogabilidade de um banco de

dados estrutural(63).

Métodos baseados em simulagéo utilizam dinamica molecular com solvente
explicito e requerem um poder computacional muito grande. No entanto, ainda

sdo muito mais rapidos e menos custosos que métodos experimentais.
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A limitacdo do tratamento experimental consiste em produzir um
confirmado “hit”, ou seja, um ensaio com atividade biologicamente relevante com
uma estrutura quimica tratavel, que esteja presente na composicao da biblioteca

de screening(66).

1.9.3 Drogabilidade por métodos experimentais

A forma mais rigorosa de avaliar a drogabilidade € testar
experimentalmente a habilidade de compostos semelhantes a farmacos em
modular a atividade bioldgica do alvo de interesse. Considerando isto, examinar
a taxa de sucesso do HTS é muito informativo. Uma caracteristica importante do
HTS é apontar novos sitios alostéricos em alvos através da selecdo de
compostos que atuam por mecanismos distintos, ou seja, quando se ligam a

cavidades diferentes dos sitios ativos modulando o alvo(27).

Os grandes obstaculos, além dos custos, incluem a ocorréncia de falsos
positivos, identificados inicialmente como “hits” na maioria dos ensaios
bioguimicos, e de multiplos modos de interacdo ou mecanismos de acéo, quando

nao ha a presenca de sitios alostéricos.

1.9.4 Drogabilidade por classes de alvos

InvestigacBes sobre alvos drogaveis mostram que eles compartilham
caracteristicas tais como envolvimento em um pequeno numero de vias,
distribuicbes em certos 6rgdos ou localizacdo na superficie celular(67). Alvos
drogaveis podem ser considerados um subconjunto do espaco das proteinas
drogaveis, mas nem todos os membros da familia da proteina drogavel se

qualificam como um alvo validado.

Para identificar a relacdo entre alvos drogaveis podem ser utilizados os
bancos de dados SCOP(68), que classifica diferentes motivos de proteinas ja
identificados, e PFAM(69), que possui anotados diferentes dominios proteicos.
Esses bancos predizem o numero de proteinas que contém dominios
experimentalmente conhecidos para ser alvo de uma pequena molécula com

caracteristica de drogas. Aproximadamente 130 “dominios drogaveis
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privilegiados” cobrem todos os atuais alvos drogéveis(70), um numero que

contrasta com o de proteinas e enovelamentos(67,71).

Em trabalho publicado por Hopkins e colaboradores(60) analisou-se a
distribuicdo gene-familia de alvos de farmacos, para pequenas moléculas e
farmacos bioldgicos, e descobriu-se que mais de 50% dos alvos fazem parte de
quatro familias-chave: enzimas, GPCR classe |, receptores nucleares, canais de
ions dependentes de ligantes e canais de ions dependentes da voltagem. Os
alvos com o maior numero de farmacos aprovados eram 0s receptores de
glucocorticoides e receptores de Histamina H1. As proteinas quinases sdo pouco
representadas considerando o pequeno numero de medicamentos lancados

contra esses alvos(70).

O método de suporte de vetores de maquina (SVM) também foi
desenvolvido para predizer a drogabilidade de proteinas baseado na sequéncia
de aminoécidos independente da sua similaridade(72). No entanto, esse método
depende da suposicdo de que proteinas similares possuem drogabilidades
similares, que é comumente aceito em um nivel estatistico, mas n&o

necessariamente verdade para alvos particulares de interesse.

A principal limitacdo destas aproximacfes vem da seletividade dos
membros destas familias e, paradoxalmente, o desenvolvimento de
moduladores alostéricos que sdo mais seletivos e extraem diversificadas

respostas biolégicas(73).

Isso demonstra a necessidade de desenvolver métodos de predicdo de
drogabilidade com a finalidade de explorar sitios que ndo estdo ligados a
sequéncia conservada ou ao dominio topoldgico conservado. Interessantemente,
a descoberta de drogas de “primeira da classe” através da triagem fenotipica
explora com frequéncia mecanismos moleculares de acéo que diferem da tipica

inibicdo competitiva(74).

Embora possivelmente mais dificil de explorar do que sitios ligantes
tradicionais, os sitios alostéricos podem ser analisados contra alvos
tradicionalmente drogaveis e alvos que ndo possuem sitios funcionais primarios
gue interagem com pequenas moléculas. A diversidade biologica dos alvos pode

apresentar novas oportunidades terapéuticas(75).
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1.9.5 Avaliacdo da drogabilidade baseada na estrutura

A avaliagdo da drogabilidade baseada na estrutura consiste na
identificacdo do sitio ligante complementar & molécula com caracteristica de
farmaco. O primeiro estagio para conduzir esta metodologia inclui a busca por
cavidades nos candidatos a alvos. O reconhecimento do sitio de ligacédo pode se
basear somente em consideracdes geométricas das cavidades (76,77) ou incluir
analise de propriedades fisico-quimicas da superficie da proteina. As estratégias
que incorporam propriedades fisico-quimicas tentam prever interacfes

favoraveis da proteina com o ligante.

Caracteristicas como cargas, lipofilicidade, regides doadoras e aceptoras
de hidrogénios, potencial eletrostatico e aspectos topoldgicos, como éarea e
volume de cavidades, sdo importantes para a predicdo da drogabilidade. A
definicdo de um indice de drogabilidade deriva da ponderacdo adequada destes

parametros e comparacdes quantitativas entre varias proteinas(78).

Recentemente, uma variedade de métodos tem sido reportada para
predizer ou estimar a drogabilidade de uma proteina. Cheng e colaboradores(79)
propuseram um modelo que estima a maxima afinidade de um sitio ligante e uma
proteina dada a restricdo de que a molécula lider deve possuir propriedades
farmacoldgicas consistentes com a biodisponibilidade oral. O modelo se baseia
no principio de que um farmaco para ser absorvido deve possuir peso molecular
menor que 500 Da, area de superficie polar menor que 140 A2 e um valor
pequeno de cargas formais uma vez que as moléculas neutras se difundem
melhor através das membranas, e por Ultimo o alvo deve ter a maxima afinidade
de ligacdo. Com tais propoésitos a afinidade pode ser calculada através do

entendimento de forca molecular presente durante a ligacao(79).

A relacao entre propriedades fisico-quimicas e a drogabilidade do alvo foi
explorada por Halgreen(80). Com a finalidade de obter informacbes sobre
proteinas que podem ser possiveis alvos terapéuticos, foi desenvolvido pela
Schrédinger Inc o programa chamado SiteMap®(80). Esta ferramenta

computacional encontra cavidades em proteinas e caracteriza regides
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hidrofébicas, hidrofilicas e o grau de englobamento do sitio. Estas trés
propriedades estimam quantitativamente a drogabilidade referida pelo DScore,
uma pontuacdo que quantifica o grau de drogabilidade. O SiteMap® é uma
ferramenta paga, ndo possui a vantagem de ser utilizada em linha de comando

e sua estratégia de analise de drogabilidade ainda é discutida na literatura(63,81).

1.9.5.1Servidor da Web DogSite

O Dogsite(43) é um servidor da Web que realiza predicdo automética de
sitios de ligacdo, e analisa e avalia a drogabilidade de uma macromolécula. Na
primeira etapa de deteccdo de cavidade, uma grade é gerada englobando a
proteina e os pontos sdo marcados de acordo com a sobreposi¢cdo ou ndo com
qualguer atomo. Em sequéncia, um filtro baseado em diferenca de gaussianas
(DoG) é aplicado ao grid. Com essa operacao, as posi¢cdes nas superficies das
proteinas sao identificadas onde a localizacdo de um objeto como uma esfera é
favoravel. Com base em um limite de densidade estas posi¢6es sao agrupadas
para potenciais subcavidades. Finalmente, subcavidades vizinhas se fundem

formando cavidades(82).

Os descritores de relevancia para a deteccao de drogabilidade incluem a
forma da cavidade. A casca, que envolve o volume, e a “tampa” da cavidade
descrevem o quociente denominado involucro (em inglés, enclosure). Quanto
maior a taxa entre a “tampa e os pontos que envolvem este volume”, mais
exposta ao ambiente é a cavidade. O numero de atomos do bolso (C,N,H,0,S e
outros) sdo somados e normalizados assim como o numero de regides
hidrofilicas. Os aminoacidos pertencentes as cavidades sdo analisados por tipo

e agrupadas em subconjuntos: apolar e polar(76).

Para a predicdo de drogabilidade a técnica de aprendizado de maquina
supervisionada (em inglés, SML) é incorporada no DogSite. O modelo foi testado

para uma versao de banco de dados drogaveis ndao-redundantes(43).

A desvantagem deste servidor reside na maneira como o usuario ira utiliza-
lo. No DogSite faz-se a analise de uma proteina por vez, o que impossibilita
qualquer trabalho em paralelo além do estudo de um grande grupo de proteinas

simultaneamente, o que demandaria muito tempo para ser realizado. Além disso,
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fica-se na dependéncia da recepg¢éo dos resultados via mensagem eletrbnica e
0s possiveis erros decorrentes desse sistema de envio de dados (e.g, erro ou

falha de enderecamento).
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2 Justificativa

O conhecimento do numero de alvos moleculares viaveis apresenta grande

importancia para intervencdo terapéutica. Na Era Pds-Genbmica €, para a

pesquisa, uma estratégia fundamental no planejamento de farmacos.

A predicdo de um alvo com potencial terapéutico se torna importante para
a busca de compostos bioativos que apresentem afinidade ao alvo em questao.
A viabilidade destes alvos para a andlise in silico, em relacdo a drogabilidade,
estd, principalmente, presente na investigacdo das suas propriedades

topoldgicas e fisico-quimicas.

Saber as regras que governam a drogabilidade se torna fundamental em
programas que tentam produzir novos medicamentos para o mercado. Um novo
farmaco, para doencas negligenciadas ou ndo, demora muitos anos para ser
disponibilizado para a populacdo. De acordo com as ferramentas que aqui
citamos, a busca in silico de novos alvos apresenta uma alternativa, mas com
algumas limitacbes. O tema € bastante discutido e novas regras sao

apresentadas na literatura para que alcance maxima eficiéncia.

Neste trabalho utilizamos o KVFinder, um programa com codigo aberto, que
demonstra eficacia na busca por cavidades em proteinas, e introduzimos
algoritmos que calculam os potenciais lipofilicos e de densidade de doadores e
aceptores de hidrogénio validando as propriedades apresentadas pelos
programas com complexos sabidamente drogaveis. Em sequéncia, combinamos
0s aspectos fisico-quimicos e topoldgicos, realizando uma comparacdo entre

grupos de proteinas drogaveis e ndo-drogaveis.

Esses primeiros passos, que incluem uma andlise estatistica simples, irdo
fornecer dados no futuro, para desenvolvimento de regras robustas que

governam a drogabilidade.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma ferramenta que forneca, atraves de calculos de potencial
de superficie molecular, uma analise primaria da drogabilidade de cavidades de
proteinas.

3.2 Objetivos Especificos:

l. Implementar algoritmos para calculo de potenciais lipofilico, de
densidade de ligacao de hidrogénio no programa KVFinder.

Il. Validar os novos algoritmos implementados comparando-os com o
programa SYBYL-X.

Il. Investigar a correlacdo entre parametros topoldgicos e os potenciais

calculados das cavidades para proteinas drogaveis e nao-drogaveis.
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4 Materiais e Métodos

O KVFinder incrementado com os potenciais lipofilico e densidade de
ligacdo de hidrogénio foram compilados em ambiente UNIX testados somente
em sistema operacional Linux. A linguagem foi totalmente implementada em
ambiente ANSI C.

Para o tratamento de dados e a validacdo dos potenciais utilizou-se a
ferramenta de visualizagdo Pymol, para gerar a superficie definida pelo PLM
(Potencial Lipofilico Molecular) e compara-la com a superficie fornecida pelo
software SYBYL-X. As proteinas selecionadas para a demonstracao e discussao
serdo mencionadas no final deste capitulo. Nesta fase, o software Pymol foi
utilizado para limitar o espago de busca da cavidade. Para isso, uma caixa foi
delimitada na regido onde se encontrava o ligante, o espacamento da grade
determinada como 0,2 A/pts, a sonda interna e a sonda externa eram de valores

iguais a 1,4A e 5,0A, respectivamente.

O conjunto de proteinas para analise de drogabilidade foi extraido do banco
de dados PDB e todo o processo de andlise foi realizado através de programacao
em Shell Script, desde a preparacdo das proteinas até a analise dos conjuntos
proteicos drogaveis e ndo-drogaveis.

Nas proximas secfes serdo detalhados os passos realizados para agregar
ao KVFinder as rotinas implementadas para os calculos dos potenciais de

superficie.

4.1 Refinamento da superficie molecular do KVFinder

A proteina é inserida em uma grade tridimensional e os atomos séo
representados pelos seus respectivos raios de van der Waals. Devido a esta
representacdo, a superficie apresenta pequenos espagos vazios, uma vez que,
os raios de van der Waals ndo preenchem totalmente o espaco proteico. O
espaco de busca definido pela grade é representado através de uma matriz
booleana, onde cada entrada da matriz indica se 0 espaco representado por ela

esta vazio ou néo.
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Para definir a superficie de acesso ao solvente uma sonda de raio definida
pelo usuario (neste caso 1,4 A) percorre todos os pontos da grade. Atribui-se o
valor 0 (Falso) aos pontos em que 0s atomos estdo presentes e o valor 1
(Verdadeiro) onde nao existem atomos, ou seja, onde ndo héa a interseccédo entre
0s raios dos atomos e da sonda. Apoés realizar o processo para todos os &tomos
contidos no espaco de busca do algoritmo, se obtem uma matriz que representa

0S espacos vazios e néo vazios.

Para obter a superficie molecular é definido um ponto de fronteira com uma
entrada de valor 1 e que possui no minimo um ponto adjacente com valor 0.
Quando o ponto de fronteira é identificado, centraliza-se nele uma esfera limitrofe
de raio 1,4 A, a rotina atribui o valor 1 a todas as entradas que representam os

pontos contidos na esfera.

O mesmo processo € repetido com uma sonda maior gerando outra
superficie de pontos. A sonda de 5,0 A restringe o acesso ao espago vazio dentro
da proteina, gerando uma superficie usada para definir a fronteira entre a

cavidade e o meio externo.

‘v Y

Figura 3: Busca de uma cavidade realizada pelo KVFinder. Figura extraida do artigo que
apresenta a ferramenta(37). Em (A), temos o espac¢o, com pontos vermelhos, onde se encontra
0s atomos da proteina e onde ndo ha atomos da proteina, circulos em azul. Em (B), a sonda de
raio 1,4 A (azul) percorre a superficie da proteina. Em (C), todos os pontos que foram
sobrepostos pela sonda sdo marcados em azul. Em (D), uma sonda de raio 5,0 A (amarelo)
desliza pela superficie limitando a regido da cavidade. Em E, temos os pontos da grade onde,
em vermelho, se encontra a proteina, em rosa claro, o espaco vazio e, em verde 0s pontos da
cavidade. Por fim, em (F) temos somente demonstrado os pontos da cavidade.
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Para obter somente a superficie molecular que tangencia a proteina, foram
adicionadas novas rotinas a ferramenta. Durante o preenchimento dos espacos
vazios e nao-vazios, um terceiro vetor foi implementado para identificar o espaco
externo a proteina e a cavidade. Foram atribuidos a estes pontos valor igual a -
1. Cada ponto que representa a superficie da proteina € analisado quanto aos
seus primeiros e segundos vizinhos. O ponto da cavidade que apresenta mais
qgue dois pontos adjacentes com valor igual -1 é descartado de forma que a

cavidade apresente somente pontos que tangenciam a proteina.

4.2 Implementacao dos Potenciais de Superficie

4.2.1 Potencial Lipofilico

4.2.1.1 Entrada de Dados e atribuicdo do coeficiente logaritmico
de particédo (LogP)

O KVFinder possui trés arquivos de entrada: (i) um arquivo contendo os
parametros do programa, que sdo determinados pelo usuario, (ii) um arquivo
PDB contendo informacdes sobre a estrutura da proteina alvo, (iii) arquivo de
dicionario que possui o raio de van der Waals de cada 4tomo e cargas parciais.
Para o célculo do potencial lipofilico o arquivo de entrada ParamLogP foi
construido com os valores de logP dos atomos de cada aminoacido. O arquivo
ParamLogP é composto por trés colunas: i) a primeira contém os simbolos de
cada atomo distribuidos de acordo com cada residuo; ii) a segunda coluna possui
os valores re-parametrizados por Crippen(46) e; ii) a terceira coluna contém os
valores de LogP parametrizados por Ghose e Viswanadhan(56). O usuario pode

escolher quais parametros utilizar.

A interacdo de qualquer atomo da molécula com o solvente € uma fungao
de varias forcas moleculares, assim como a acessibilidade ao solvente. A
classificacdo dos &tomos € realizada, por conseguinte, para diferenciar
parcialmente: (i) a distribuicao eletrénica ao redor do atomo, (ii) a acessibilidade
do solvente para o0 atomo. A natureza dos atomos ligados ao atomo em questao,
bem como a seus vizinhos mais préximos influenciam estes fatores. Os valores

de LogP sdo armazenados em uma tabela e conferidos a cada tipo de atomo do
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residuo. Na rotina de extracdo das coordenadas atdbmicas, os valores de raio,
carga e logP, armazenado inicialmente pelos arquivos de entrada ParamLog,
sao conferidos a cada atomo da proteina. Para a implementacdo do potencial
lipofilico foi atribuido um vetor ponteiro que armazena: (i) o simbolo de cada tipo
de atomo da proteina (C, N, O, S, H) contido no espaco de busca, (ii) o raio, (iii)

posicédo X, Y, z indicada pelo arquivo PDB, (iv) valor de LogP.

A Figura 4 indica os parametros atdmicos fisico-quimicos parametrizados
por Crippen e colaboradores(46). A Figura 5 € um esquema que une 0S
algoritmos do KVFinder associado as rotinas implementadas para o calculo do

Potencial Lipofilico Molecular.

type descriptions SMARTS" log P
cl1 1°, 2° aliphatic ‘[CHA4]". {[CH3]C". ‘[CH2](C)C’ 0.1441
C2 3°, 4° aliphatic [CH](C)(C)C". “[C](C)CT)CT)C" 0.0000
c3b 19,20 ‘[CH3][(N.O.P.S.F.CLBrI)]’ —0.2035
heteroatom ‘[CH2X4](N.0.P.S.F.CLBL.I)]"
c4c 39,40 {[CHIX4][(N.O.P.S.F.CILBr.I)]’ —0.2051
heteroatom ‘[CHOX4][(N.O.P.S.F.CLBr.)]’

C5 C = heteroatom ‘C] = [A#X]” —0.2783
Cé6 C = C aliphatic ([CH2] = C'. ‘[CHI](=CO)A", {[CHO](=C)(A)A’ [C](=C)=C" 0.1551
c7 acetylene. nitrile ‘[CX2RA” 0.00170
c8 1° aromatic carbon ‘[CH3]e’ 0.08452
c9 1° aromatic heteroatom ‘c H%][a#X] —0.1444
Cl10 29 aromatic ‘[CH2X4]a’ —0.0516
Cl11 3° aromatic ‘[CHX4]a’ 0.1193
C12 49 aromatic ‘[CHOX4]a’ —0.0967
C13?  aromatic heteroatom ‘[cHO]—[!(C.N.O.S.F.CL.Br.I)]" —0.5443
Cl4 aromatic halide ‘el 0.0000
Cl1s aromatic halide Tel#177 0.2450
Cl6 aromatic halide ‘[el[#35T 0.1980
c17 aromatic halide Tell#53] 0.0000
C18 aromatic ‘[eH] 0.1581
Cl19 aromatic bridgehead ‘[e](za)(za)a’ 0.2055
C20 4° aromatic ‘[e](:a)(:a)-a 0.2713
C21 49 aromatic ‘[e](:a)(:a)-C° 0.1360
C22 4° aromatic ‘[e](:a)(za)-N° 0.4619
C23 4° aromatic ‘[c](:a)(:a)-O° 0.5437
C24 4° aromatic ‘[e](za)(za)- ‘S' 0.1893
C25 4° aromatic ‘[e]:a)(za) = C’, “[c](:a)(:a) = ‘[e]lCa)(a) = —0.8186
C26 C = C aromatic ‘Cl=cC )(a)A [C 1(=C)(e)a’, [CH](— Ca’, [C] =c’ 0.2640
C27¢  aliphatic heteroatom ‘[CX4][(C.N.,O.P.S.F.CLBr.I)|" 0.2148
CS carbon supplemental ‘[#6]" not matching any basic C type 0.08129

Figura 4: Fragmento da tabela contida no artigo de Crippen e colaboradores(46) em que
foi realizada a reparametrizacédo dos valores de logP. Nesta tabela ha os valores de

LogP para o carbono.
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4.2.1.2 Célculo do PLM para cada Cavidade

As rotinas do KVFinder sdo executadas até as cavidades serem
encontradas e 0s pontos que tangenciam a superficie da proteina séo
exportados para o arquivo de saida de extensdo PQR. As cavidades geradas
pelo KVFinder sdo exportadas para um novo arquivo de saida apresentando as
posicdes X, Yy, z de cada ponto da cavidade e a posicéo i, j e k relativo a grade.
As posicbes i, | e k serdo necesséarias para o calculo da area referente a
lipofilicidade, o que seré& discutido mais adiante.

Ao fim da busca pela cavidade foram inseridas as rotinas que calculam o
potencial lipofilico para cada ponto da cavidade e o potencial lipofilico total da
mesma.

O algoritmo define um raio de corte que seja relevante para a influéncia da
lipofilicidade em cada ponto da superficie. O raio de corte indicado pela literatura
é de 4A(47). Nesta etapa n&o foi utilizada o artificio da grade.

Para cada ponto da superficie, o algoritmo realiza uma busca pelos atomos
que possuem uma distancia espacial menor ou igual a 4A. As distancias destes
atomos séo entdo guardadas em um vetor assim como o valor do LogP. Ao final
da busca e com as informacdes armazenadas, a cada ponto da superficie é
aplicado a funcéo de distancia, equacéao 3, seguida do fator de normalizacéo. Os
valores de lipofilicidade encontrados, sendo menor que zero, serdo considerados
pontos com caracteristicas hidrofilicas, e aqueles que possuirem valores
positivos serdo considerados pontos com caracteristicas hidrofébicas. Essas
duas grandezas sdo somadas para saber o quéo hidrofébico ou hidrofilica uma
cavidade pode se apresentar. Este calculo é realizado para todas as cavidades
encontradas pelo KVFinder, e os valores dos potenciais impressos em um
arquivo com extensdo PQR, que possui as coordenadas X, Y, z, de cada ponto e

o valor do potencial lipofilico para cada ponto das cavidades.

49



Entrada de dados

Montagem Extracéo de
da matriz coordenadas
booleana atdmicas

Carregamento do
dicionario.

Carregamento
dos valores de
LogP

4

Atribuigdo dos
valores de LogP
para cada atomo.

Preenchimento da
Matriz Booleana

Calculo do Potencial
Lipofilico total e de cada
ponto da cavidade.

T

Calculo da area
(HidrofobicalHidrofilica)

Selegdo de atomos a
menos de 4 Angstrons
da cavidade

Calculo da fungio
de Fermi para cada

atomo.

h "]
Calculo do Calculo da Mapeamento
volume superficie eletrostatico

Saida de dados
cavidades

)

Saida de dados

Figura 5: Algoritmo de busca de cavidades do KVFinder com o algoritmo de célculo do potencial lipofilico(em azul).
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O Potencial Lipofilico total para uma cavidade € alcancado somando todos
os valores de potenciais encontrados, positivos e negativos, de cada ponto da
superficie. Nesta etapa, um segundo arquivo € gerado, identificando a cavidade
e o valor total de hidrofobicidade e hidrofilicidade.

4.2.1.3 Determinacao do valor da area hidrofébica e hidrofilica
de cada cavidade

O arquivo PQR que contém as coordenadas espaciais X, y, z de cada ponto
da cavidade foi modificado para incluir o valor correspondente as posi¢ées da
grade (i,j,k) e respectivos valores de lipofilicidade. Os pontos com caracteristicas
hidrofébicas recebiam valor +1 e pontos com caracteristicas hidrofilicas
recebiam valor -1.

As informacgdes sobre os pontos da cavidade eram enviadas para o célculo
da area referente as regides hidrofébicas e hidrofilicas. Para obter o valor da
area da superficie considera-se quadrados de lado h e area h?(41), sendo que a
area para cada uma das duas caracteristicas é calculada multiplicando o nimero
de pontos de cada conjunto por h2.

As informacdes sao exportadas para um arquivo de saida de extensdo TXT,
indicando a area com propriedades hidrofébicas e hidrofilicas apresentadas por

cada cavidade.

4.2.2 Densidade de Aceptor e Doador de Hidrogénio

4.2.2.1Entrada de dados e identificacdo de atomos aceptores e

doadores de Hidrogénio

Para o calculo da densidade de ligagcéo de hidrogénio uma tabela que indica
0s atomos que fazem ligacdo de hidrogénio foi adicionada para identificacdo dos
atomos nitrogénio (N), oxigénio (O). O arquivo de entrada com a tabela
denominada “hbond_tab” possui uma coluna com os atomos que realizam
ligacdes de hidrogénio e uma coluna com o maximo de ligacdes que ele pode

realizar.
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Atomos LigacGes
N 3
@) 2

Tabela 2: NOmero maximo de ligacfes de hidrogénio por atbmo aceptor.

Os valores do arquivo séo importados e armazenados em uma tabela. Para
assinalar a cada hidrogénio seu respectivo atomo ligante o algoritmo se baseou

nas posicdes que 0s atomos se encontram no arquivo PDB.

LTOM 1 N MET A 1 12.776 8.2%96 37.65% 1.00 51.22 N
LTOM 2 Ch MET R 1 13.289 9.437 38.274 1.00 50.25 C
LTOM 3 C MET A 1 12.30% 10.123 395.121 1.00 46.70 C
LTOM 4 O MET A 1 11.180 3.650 39.262 1.00 47.07 o
LTOM 5 CB HMET A 1 13.605 10.793 37.021 1.00 54.09 C
LTCOM & CG MET & 1 12.880 11.029 35.426 1.00 57.61 C
LTOM 7 5D HMET A 1 12.445 12.767 34.707 1.00 &1.46 5
LTOM 8 CE HMET A 1 13.971 13.305% 33.81% 1.00 61.18 C
ATOM 5 HA&L MET A 1 14.039 9.143 38.867 1.00 12.00 H
LTOM 10 HGZ2 MET & 1 13.520 10.600 34.788 1.00 12.00 H
LTOM 11 HG3 MET & 1 12.031 10.502 35.450 1.00 12.00 H
LTOM 12 HE1 MET & 1 14.178 12.636 33.108 1.00 12.00 H
ATOM 13 HEZ2 MET & 1 13.855 14.210 33.402 1.00 12.00 H
LTOM 14 HE3 MET & 1 14.724 13.340 34.477 1.00 12.00 H
LTOM 15 N VAL B 2 12.488 11.430 35.074 1.00 41.83 N
LTOM le Ch VWAL &L 2 11.533 12.403 39.573 1.00 36.64 C
LTOM 17 C VAL &L 2 11.&69 13.701 32.764 1.00 31.31 C
LTOM 8 0 VAL B 2 12.762 14.020 38.31% 1.00 30.86 o
LTOM 1s CB VWAL L 2 11.814 12.645 41.05% 1.00 38.45 C
LTOM 20 CG1 VAL L 2 13.263 13.116 41.284 1.00 41.32 C
LTOM 21 CG2 VAL R 2 10.797 13.614 41.68% 1.00 38.5%9 C
LTOM 22 H VAL B 2 13.336 11.772 38.66% 1.00 12.00 H
LTOM 23 HAL WAL L 2 10.6l12 12.042 35.427 1.00 12.00 H
ATOM 24 HB VAL & 2 11.705 11.776 41.535 1.00 12.00 H
LTOM 25 HG11 VAL &L 2 13.8%6 12.415 40.954 1.00 12.00 H
LTOM 26 HGE1z2 VAL L 2 13.421 13.969 40.788 1.00 12.00 H
LTOM 27 HG13 VAL L 2 13.412 13.266 42.262 1.00 12.00 H
LTOM 28 HEZ1 VAL L 2 9.879 13.228 41.601 1.00 12.00 H
LTOM 25 HG22 VAL L 2 11.00% 13.752 42.656 1.00 12.00 H
LTOM 30 HG23 VAL L 2 10.837 14.49%1 41.210 1.00 12.00 H

Figura 6: Fragmento de um arquivo PDB contendo coordenadas dos atomos da
metionina (MET) e valina (VAL). A demonstracdo tem por objetivo exemplificar o
algoritmo empregado para o calculo da densidade de hidrogénio, mostrando como cada
hidrogénio é ligado a cada atomo N, O, C.

Na Figura 6, h4 um fragmento de um arquivo PDB com as denominagdes
dos residuos metionina (MET) e valina (VAL) e os atomos que compdem cada
aminoacido, além das demais informac¢des como coordenadas X, Y, z, residuo e
o tipo de atomo. Cada residuo se inicia com o nitrogénio (N) componente do

grupamento amino.
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Os hidrogénios ligados ao nitrogénio e oxigénio sdo armazenados em um vetor.
O numero de hidrogénios ligados a cada N e O sdo contabilizados e comparados
com a tabela 2. Se o nimero de ligacdo é menor, ou concorda com a tabela os

atomos de N e O recebem uma indicagéo de aceptores de hidrogénio.
Restricdes:

(1) Se o numero de ligacbes exceder o valor da tabela e a carga é
positiva, 0s atomos sao retirados dos grupos de receptores de H.

(i) A histidina possui um nitrogénio com ligacao dupla em uma cadeia
e apresenta ressonancia. Este nitrogénio é marcado como ja

possuidor trés ligacoes.

4.2.2.2 Algoritmo implementado para o célculo da densidade de

aceptor e doador de hidrogénio

Assim como no algoritmo de calculo do PLM, somente os atomos que
possuem uma distancia menor que 4A do ponto da superficie irdo contribuir para

o valor de densidade de hidrogénio.

Figura 7: Raio de corte em relacao a um ponto da superficie. A esfera originada contém
aceptores e doadores de hidrogénio.

De acordo com a Figura 7 os atomos representados de cores azul e
vermelho que estdo parcialmente dentro do raio de corte também irdo contribuir
para o calculo da densidade de aceptores e doadores de H. Para cada ponto na

superficie da cavidade é calculada a porcentagem do volume do atomo que esta
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compreendida dentro da esfera. O célculo da densidade de doadores (pdon) e

aceptores de hidrogénio (pacep) € dado pela seguinte equacao:

Zi nacep/don

acep =
P /don Viotal

Equacéo 10

sendo n a fragdo de volume de cada atomo doador e aceptor compreendido
dentro do volume total. Como o raio de corte (Rcorte) € 0 raio (r) dos atomos séo
da mesma ordem de grandeza, Rcorte= r, € Necessario usar artificios matematicos
para o célculo da densidade. Se um atomo esta totalmente dentro do raio de
corte da esfera consideramos n igual a 1, se somente parte do atomo esta

contido no raio de corte da esfera, utilizamos os célculos descritos a seguir.

Detalhes da Implementacéo
Para ilustrar o célculo da contribui¢do parcial de atomos para o célculo da
densidade de hidrogénio segue a Figura 8.

R1

Figura 8: Representacdo geométrica da contribuicdo de cada atomo no calculo da densidade de
hidrogénio em um ponto da superficie, C1. O raio do atomo é representado por C,. A distancia
entre os dois centros € determinada por d. R, e Rz representam o raio de corte e o raio do atomo,
respectivamente. A e B é a regifo do atomo contida dentro da esfera com raio de corte de 4A, w
€ a altura da cunha esférica A gerada pela interseccao entre as duas esferas e H é o raio desta
cunha esférica.
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Na Figura 8, C1 representa um ponto da superficie, R1 € o raio de corte, R>
€ o raio do &tomo de centro C», e d a distancia entre os centros das duas esferas.
O volume do a&tomo contido dentro da esfera maior € dado pela regido colorida
em amarelo claro. Para calcular este volume o algoritmo se baseia em operacdes
geomeétricas. A regido colorida é uma interseccdo composta por duas calotas
esféricas, o que permite construir um triangulo com lados R1, R2, d e altura H.
Usando o Teorema de Carnot ou também conhecido como lei dos cossenos é

possivel encontrar o valor de ©:

(R)? +d* — (Ry)?
2R.d

cosO =

Equacéo 11

Identificando-se o cos 6 é possivel saber o valor de H, uma vez que,
podemos usar a identidade sin? 6 + cos? 6 = 1.
H = R;senf
Equacéo 12
Sendo H o raio da calota esférica e w a distancia entre a o centro da calota
esférica e extremidade do atomo. Desta forma, conclui-se que o volume da calota:
1
Ve = gﬂ'WZ(3H2 + w?)
Equacéo 13
Da mesma forma podemos encontrar o volume da segunda calota Cj.
Somando os dois volumes A e B e dividindo o resultado pelo volume total do
atomo obtemos o valor de Nacepidonor. O Ccélculo é realizado para cada atomo
aceptor e doador a 4A de distancia da superficie. A densidade é calculada
somando os valores de n para aceptores e doadores e dividindo o resultado pelo

volume da esfera com raio de 4A.

Outra abordagem realizada consistiu em encontrar o numero absoluto de

aceptores e doadores de hidrogénio contidos proximos a cavidade.

As guantidades referentes a densidade e ao numero de atomos aceptores

e doadores para cada cavidade sdo exportados para um arquivo de saida. Os
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valores de densidade de cada ponto da cavidade sédo exportados em dois

arquivos com extensdo PQR.

4.2.2.3 Determinacdo do valor da densidade de aceptores e
doadores de hidrogénio de cada cavidade

A éarea referente a densidade de doadores de aceptores de ligacdo de
hidrogénio é calculada da mesma forma que se calculam as areas hidrofébica e
hidrofilica. Neste caso, cada ponto da superficie da cavidade pode apresentar
ambas as caracteristicas de densidade, por isso a necessidade de dois vetores
gue armazenam informacdes sobre doadores e aceptores e calculam a area

relativa a cada propriedade.

4.3 Preparacéao para analise de drogabilidade

A selecao do conjunto de alvos drogaveis foi realizada utilizando o banco
de dados Protein Data Bank (PDB). O servidor possui uma tabela que contém
informacdes sobre os farmacos e seus respectivos alvos e o enderecamento ao
banco de dados Drugbank. O banco de dados Drugbank
(http://www.drugbank.ca/) € um recurso que combina informagfes detalhadas
farmacoldgicas e quimicas com informacdes sobre alvos drogaveis. Este banco
de dados possui um numero consideravel de alvos: 4282 proteinas, com
sequéncias nao-redundantes, para farmacos aprovados disponiveis em
estruturas cristalograficas.

A tabela que mapeia os farmacos e alvos das estruturas cristalograficas
compreende: (i) nome genérico do farmaco e o nome patenteado, (i) o
identificador da molécula no Drugbank, (iii) a identidade do ligante e o nome do
alvo, (iv) as trés melhores estruturas que contém o farmaco ou seu
estereoisdbmero e, (v) o grau de similaridade dos trés melhores alvos encontrados

em relacdo a sequéncia de aminoécidos do alvo e, por fim, (iv) entrada no PDB.
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Drugs Bound to Primary Target Table
Drug Bounds to primary Targets (AR

The top 3 PDB IDs for each drug based on the drug target sequence similarity search and ligand id search. If the sequence identities are same, the PDB ID with better

Page | of 1 | 20

Generic Name Brand Name DrugBankID ATC Codes Ligand ID Target Name UniProtID PDBID 1 Seq. Identity 1 PDBID2 Seq. Identity 2 PDB ID Seq.lc All PDB IDs

Acarbose DB00284 * A10BFO1 | ACR, QPS |Maltase-glucoamylase, intestinal| 043451 200 99% ITOP 97% Search
DB00Z84 « ATOBFOT | ACR, QPS | Lysosomal alpha-glucosidase P10253 20MJ 44% 3TOP 39% Search
Acarbose DB00284 | + ATOBFOT | ACR, QPS |Sucrase-isomaltase, intestinal P14410 | 3TOP 60% 20MJ 58% Search

DB00284 » A10BFO1 | ACR, QPS |Pancreatic alpha-amylase PO4746 1KXH 45% Search

Filter ' Reload Page 1 of 1

Figura 9: Complexo proteina-farmaco do servidor PDB contendo o nome genérico do
farmaco e o nome comercial, além do link para os bancos de dados DrugBank (para o
farmaco) e Uniprot (para o alvo). As informacdes incluem o nome do alvo e a
identidade no PDB.

Os alvos drogéaveis escolhidos foram aqueles que possuem o0 maior grau
de similaridade com as estruturas primarias dos alvos. O objetivo foi escolher a
amostra mais diversificada possivel e que apresentasse maior grau de
similaridade com alvos primérios. Dessa forma, o valor de corte de similaridade
obtido foi de 37%, para que o conjunto apresentasse maior numero de alvos,
correspondendo nesse caso a 199 proteinas.

A selecao para o grupo nao-drogavel também foi obtida pelo PDB. Neste
caso ndo ha a certeza da drogabilidade da estrutura e para contornar este
problema, foi realizada uma busca por artigos (63,81,82) que abordam
drogabilidade. A classificacdo como alvos ndo drogaveis foi baseada nos
resultados computacionais publicados, selecionando proteinas que
apresentavam baixos indices de drogabilidade. Os alvos escolhidos foram das
familias NPRT, Endoglucanase_c, TPK, Caspase_1, Malato_desidrogenase e
PISPLP.

4.4 Preparacdo das proteinas e geracao de dados

As proteinas extraidas do banco de dados PDB foram, através de um shell
script, isoladas do ligante e protonadas usando o programa PROPKA
automatizado pelo pdb2pqr(83), que € uma ferramenta empregada nha

preparacdo de proteinas, como exemplo, otimizando as macromoléculas para
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ligacdes de hidrogénio favoraveis. O programa retorna um arquivo com as
mesmas caracteristicas de um arquivo PDB. Os parametros definidos para esta
etapa incluem a determinacéo do pH padronizado para todas as proteinas como
7,4 e o Amber como campo de forgcas(84).

Sele¢do do conjunto Preparacdo do arquivo Protonacdo do arquivo da
drogdvel e ndo-drogavel PDB: Proteina+Ligante proteina usando pdb2pqgr

Figura 10: Etapas da preparacéo das proteinas.

Depois de preparados, os arquivos foram submetidos ao KVFinder para a
busca das cavidades e calculos dos potenciais. Nesta segunda etapa, o
programa Pymol foi utilizado para obter o arquivo de entrada padréo (input) para
todas as proteinas. Todos os ligantes presentes no arquivo pdb com a proteina

foram selecionados para a analise.

Apbs a preparacdo da proteina com o arquivo de entrada padrao do
KVFinder, e os arquivos de entrada: "ParamLogP.dat” e “hbond_tab.dat”, todas
as proteinas foram submetidas ao programa, de forma automatizada, utilizando
um computador Intel Core, com 8GB de memaria e sistema operacional Scientific
Linux 6.5.

O principal arquivo de saida do KVFinder com as informacdes topoldgicas
das cavidades consiste de um arquivo de texto de extensao PQR, que possui as
coordenadas de cada ponto da cavidade. Os arquivos cav_lipo, cav_acep e
cav_don apresentam informacodes sobre a lipofilicidade, densidade de aceptores
e doadores de hidrogénio de cada cavidade, respectivamente. Foram gerados
dois arquivos de texto com informacdes sobre lipofilicidade total, densidade total,
densidade de aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio e o namero

absoluto de aceptores e doadores para cada cavidade individualmente.

As informac0es sobre todas as cavidades estéo presentes em cada arquivo

citado, ou seja, um arquivo cav_lipo.pgr possui informacdes espaciais (X,y,z), 0
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nome da cavidade, e o valor lipofilico de cada ponto da cavidade, o arquivo
cav_hb.pgr possui as mesmas informacfes acima mas ao invés do valor de

lipofilicidade encontra-se o valor de densidade de ligagao de hidrogénio.

Distinguir a posicdo na proteina e encontrar em qual cavidade esta
localizado um ligante para um conjunto de mais de 199 proteinas geraria um
trabalho exaustivo se analisadas visualmente em programas como Pymol e VMD.
O proximo tépico descreve como foi realizado o refinamento da busca pelos

bolsos proteicos de interesse.

4.5 Selecédo das cavidades relevantes para analise dos dados

Para encontrar a cavidade onde esta presente o farmaco nos baseamos no
seguinte método: a distancia entre as médias geométricas da posi¢do de cada
atomo do farmaco e dos pontos que compdem a cavidade onde se encontra o
ligante, deve possuir o menor valor. Para encontrar estas cavidades um

programa foi elaborado obedecendo o seguinte algoritmo:

1) As coordenadas x, y e z de cada cavidade e do ligante eram lidas a partir
do arquivo inicial gerado pelo KVFinder, onde cavidade € uma superficie fechada,
e do arquivo PDB.

2) E calculada a média geométrica espacial de cada cavidade e do ligante.

3) A cavidade selecionada sera aquela que apresentar menor distancia

entre sua média geométrica e do ligante.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Representacdo da superficie molecular das cavidades
proteicas que tangenciam a superficie da proteina.

O KVFinder possui o diferencial de caracterizar todos os tipos de cavidades
dentro de uma proteina, incluindo fendas, tuneis, depressdes e demais
elementos topoldgicos vazios dentro de uma proteina. A cavidade encontrada
mostra uma estrutura bem definida. No entanto, assim como outros programas
de busca de cavidades, os bolsos sdo demonstrados como um contorno fechado.

A ferramenta mostra a cavidade oca e completamente fechada (Figura 11A).

O primeiro passo foi retirar a regido que ndo tangencia a cavidade, que
também podemos designar como uma tampa, para que se torne possivel a
caracterizacédo dos potenciais de superficie (Figura 11B). A Figura 11 e a Figura
12 mostram as proteinas cruzaina e HIV-1 Protease, respectivamente, com
cavidades totalmente fechadas e somente com 0s pontos tangentes a superficie

molecular.

Incluindo estas alteragBes que foram descritas no capitulo de materiais e
métodos, uma nova area foi calculada utilizando o mesmo principio empregado
pelo KVFinder.

__—
—

Figura 11: Cavidades geradas pelo KVFinder. O volume esta totalmente coberto em A
e foi gerado pelo arquivo de saida original do KVFinder, em B tem-se a mesma cavidade,
no entanto, somente 0s pontos que tangenciam a superficie molecular é representado,
conforme modificagdes introduzidas no programa.
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Figura 12: Proteina HIV-Protease-1. Em A, a cavidade encontrada pelo KVFinder
totalmente fechada. Em B, a mesma proteina e cavidade, no entanto, somente 0s pontos
gue tangenciam a superficie molecular estao representados.

5.2 Validacao dos algoritmos de calculos de potenciais de
superficie molecular

A etapa de validacgao foi realizada com o KVFinder atuando nos complexos:
4MS4 (receptor de GABAs ligado ao agonista baclofen )(85), 1HPV (HIV-
protease-1 e VX-478)(86), 20QMJ (Glucoamilase-maltase humana e
acarbose)(87). O SYBYL-X foi a ferramenta utilizada para comparar com 0s

resultados gerados pelo KVFinder.

Os potenciais das cavidades foram comparados com o0s potenciais do
ligante e discutidos em relacdo a complementaridade de cada complexo,
indicando afinidade entre grupos quimicos de farmacos e as superficies das
cavidades. A segunda andlise se refere a semelhanca entre os potenciais das
cavidades apresentadas pelo SYBYL-X e KVFinder. A visualizacdo dos
potenciais nas cavidades das proteinas geradas pelo KVFinder foi realizada com

0 programa Pymol.
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5.2.1 Estrutura extracelular do receptor de GABAEg ligado ao
agonista baclofen

O receptor humano GABAs é um receptor acoplado a proteina-G para inibir
a neurotransmissao no sistema nervoso central. O receptor GABAs medeia uma
lenta e prolongada inibicdo sinaptica através das proteinas Gi e Go. O mau
funcionamento deste receptor pode resultar em varias desordens neuroldgicas
incluindo espaticidades® e epilepsia(88). O Baclofen, um agonista seletivo do
GABAEB, é usado clinicamente no tratamento da espaticidade muscular associada

com multiplas escleroses, paralisia cerebral e lesdo medular(85).

Figura 13: Estrutura do baclofen. Em amarelo o grupo clorofenil, em vermelho o grupo
carboxililico, em verde o grupamento amino.

O receptor de GABA& funciona como um heterodimero das subunidades
GBR1 e GBR2. O GBR1 é responsavel pelo reconhecimento do ligante através
do dominio extracelular. Apesar do GBR2 nao ligar a qualquer ligante do GABAs,
seu ectodominio interage diretamente com o ectodominio do GBR1 para
melhorar a afinidade agonista que € requerida para a ativacdo do receptor. O

dominio transmembranar do GBR2 é responsavel pelo acoplamento da proteina-

3 Hipertonia dos musculos, acompanhada de rigidez e exagero nos reflexos
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G. Cada subunidade GABAg contém dois dominios distintos, LB1 e LB2. Os
dominios LB1 e LB2, das duas subunidades, sdo altamente correlacionados.

Figura 14: Estruturas das subunidades do GABA e seus heterodimeros (subunidades
GBR1 e GBR2) com o agonista baclofen (circulo em laranja).

A subunidade GBR2 possui mais afinidade por ligantes agonistas que por
ligantes antagonistas(88). O farmaco (R)-Baclofen contém um substituinte
clorofenol na posigao 3 e é reconhecido pelo GBR2 através de ligacbes de
hidrogénio. O agonista faz contato diretamente com os residuos Tyr250 e Trp278
e se liga a estrutura por uma cavidade interna inacessivel ao solvente. O (R)-
Baclofen é quase totalmente enterrado na subunidade da macromolécula,
engquanto os farmacos antagonistas ligados ao receptor GABA ficam em uma
cavidade com abertura maior, que os deixam em contato com o solvente(85).
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A area da superficie molecular da cavidade, calculada pelo KVFinder, onde
o agonista (R)-Baclofen se liga, é de 257A2. Por outro lado, a area que envolve
todo o volume da cavidade, ou seja, uma superficie totalmente fechada com uma
tampa, calculado originalmente pelo KVFinder, é de 323A2. A raz&o entre a
superficie molecular da cavidade e a cavidade fechada € de ~0,8 (80%). Esta
razdo indica que o farmaco possui mais interacdes com 0s atomos da proteina

do que com o solvente.

Figura 15: Estrutura do GABAg e a cavidade onde se liga 0 agonista bacoflen. Podemos
observar que a cavidade engloba quase que totalmente o agonista.

5.2.1.1Comparacéao Potencial Lipofilico KVFinder e SYBYL em
relacdo a cavidade e ligante

O baclofen possui a denominagdo pela IUPAC de acido 4-amino-3-(4-
clorofenil) butanoico, sua estrutura possui peso molecular de 230,66 g/mol e logP
igual a 1,3 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Utilizou-se o programa SYBYL
para a analise correspondente a superficie molecular do composto. Os grupos
amino e carboxilato apresentam regifes mais hidrofilicas. O local onde esta o
clorofenil apresenta duas caracteristicas distintas: (i) a regido em que esta o

grupo fenil exibe cor mais esverdeada denotando uma transigdo entre as regides
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hidrofilica e hidrofébica (Figural6B), (i) o espaco hidrofobico se concentra

préximo ao cloro.

De acordo com os valores de hidrofobicidade atdmica, o resultado do
baclofen esta correto, pois todos os valores sao positivos para os halogénios
implicando que estes elementos aumentam a lipofilicidade da molécula. Em geral,
adicionar substituintes de halogénios ira aumentar a lipofilicidade das moléculas:
a molécula torna-se maior, € mais polarizada e as for¢as de dispersao de London

sdo aumentadas em conformidade(89).

O KVFinder mostrou caracteristicas da cavidade que complementavam
com as caracteristicas do composto. Na Figura 17, pode-se ver, de acordo com
a orientacdo da Figura, regides hidrofdbicas indicadas em vermelho no topo da
cavidade e préximas ao grupo clorofenil. A base da cavidade se mostrou mais
hidrofilica, em azul, indicando uma superficie que combina com a propriedade
polar dos grupamentos amino e carboxilato. Nestas regifes os atomos do ligante
possuem maior proximidade com a superficie da cavidade. A regido em verde
caracteriza uma regido em transicdo mais proxima de uma propriedade
hidrofilica. A cavidade no Pymol recebeu as escalas de cores: azul, branco e
vermelho, referente aos valores de lipofilicidade que vao de -1 até 1. Sendo o

azul menos lipofilico (hidrofilico) e o vermelho mais lipofilico(hidrofébico).

Comparando com a Figura 16B, podemos observar as semelhangas quanto
a hidrofobicidade do ligante. A diferenca mais sensivel é a parte hidrofilica, em

azul, que se sobressai quando € aplicado o KVFinder.
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(A) 1

Figura 16: Potencial lipofilico calculado pelo programa SYBYL. Em A, temos a
representacdo do da estrutura do Baclofen, gerada pelo programa Pymol. Em B, a
superficie molecular do baclofen com o potencial lipofilico. A cor azul indica
hidrofilicidade e vermelho, hidrofobicidade.

Figura 17: Potenciais lipofilicos simulados com o KVFinder. O azul retrata a
hidrofilicidade e o vermelho a hidrofobicidade. A regido em azul na cavidade € mais
proxima ao grupamento amino e a regidao em vermelho (menos lipofilico) esta proxima
ao grupo clorofenil. A visualizacao foi gerada usando o software Pymol.
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5.2.2 Densidade de aceptor e doador de hidrogénio: Relacao

Ligante-Cavidade

A densidade de aceptor e doador de hidrogénio também foi analisada
quanto & sua complementaridade ligante-cavidade. Neste caso, regifes do
ligante onde ha aceptores foram comparadas com regides da cavidade onde
encontramos doadores de hidrogénio. No caso do agonista baclofen, o
reconhecimento pela macromolécula também ocorre pelas ligacdes de
hidrogénio(90). O agonista realiza duas ligagdes de hidrogénio, uma em cada

extremidade e esta diretamente ligado aos residuos Tyr250 e Trp248.

A propriedade relativa a densidade de aceptor e doador de hidrogénio,
utilizando o calculo do SYBYL para o baclofen, apontou regides que possuem
estes potenciais. Na Figura 18, a regido aceptora € demonstrada em azul e esta
localizada préxima ao grupamento carboxilato. Os resultados obtidos pelo
KVFinder, Figura 19, demostram que os pontos da cavidade que apresentam
maior densidade de doadores de hidrogénio se concentram junto ao carboxilato,

indicando a complementariedade cavidade-ligante.

A Figura 20 exibe, em rosa, onde ha maior densidade de doadores de
hidrogénios que se concentram na superficie préxima ao grupo amino da
molécula baclofen. O algoritmo de deteccdo de densidade de aceptor de
hidrogénio incluido no KVFinder consegue localizar regibes onde ha alta
densidade de aceptores de hidrogénio, demonstrado pela cor rosa na superficie
proxima aos grupos amino e carboxila da molécula de baclofen (Figura 21).
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Figura 18: Densidade de aceptor de hidrogénios do Baclofen. A regido da superficie
que esta em azul, circulo amarelo, apresenta maior potencial aceptor de hidrogénio
representado pelo grupamento carboxilato. Visualizacdo gerada pelo SYBYL.

Figura 19: Densidade de doadores de hidrogénio da cavidade. As regibes com
densidade de doadores de hidrogénio sédo representadas em azul. Visualizacdo gerada
pelo Pymol.
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Figura 20: Densidade de doador de hidrogénios do Bacoflen. A regido com maior
potencial doador de hidrogénio estéa localizada proximo ao grupo amino, circulo em
amarelo. Visualizacdo gerada pelo SYBYL.

Figura 21: Densidade de aceptores de hidrogénio da cavidade. A regido préxima do
grupamento amino e carboxila apresenta maior potencial de aceptores de hidrogénio.
Representacao obtida baseando no programa Pymol.
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Representamos a relacdo entre a densidade de hidrogénio e os residuos
proximos ao ligante. Para isso, foi realizada a avaliacdo quanto a densidade de
doadores de hidrogénio, em azul (Figura 22). As regides onde estéo os residuos
Serl131,Tyrl50, Thr252 apresentam maior probabilidade de ocorrer ligacdo de

hidrogénio.

Na Figura 23, a presenca dos residuos Cys129, Serl130, Serl52, Serl53,
Tyr250 e Tyr279 influenciam na densidade de aceptor de hidrogénio. Vale
ressaltar que os calculos foram realizados incluindo residuos a uma distancia de
4A da cavidade.

> i

Figura 22: Influéncia dos residuos na densidade de doador de hidrogénios na cavidade.
Em azul estdo as regides com maior potencial doador de hidrogénio influenciado pelos
residuos: Ser131, Tyrl50, Thr252.
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Figura 23: Influéncia dos residuos na densidade de aceptor de hidrogénios na cavidade.
Préximo da cavidade encontram-se entre os residuos: Cys129 Ser130, Serl152, Serl53.
Os residuos Tyr250 e Tyr 279 se apresentam na parte superior da cavidade.

5.2.3 Proteina HIV-1 Protease em complexo com o inibidor VX-
478

A proteina HIV-1 protease € um alvo terapéutico conhecido para o
tratamento de infeccdo pelo HIV. O composto VX-478 € um potente inibidor
oralmente biodisponivel da enzima HIV-1 protease(91). O ligante possui peso
molecular de 506Da e inibe, além da protease do HIV-I, a protease do HIV-II
possuindo uma constante de inibicdo de 0,6nM(91).

No inibidor VX-478 é possivel observar grupos fenil e sulfonilanilinas e em

outra porcdo da molécula um grupo THF Carbamato (Figura 24).
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Figura 24: Composto inibidor VX-478. Em destague compostos como benzeno,
sulfonamida e THF Carbamato na sua composigao.

O composto possui alta poténcia antiviral e baixa toxidade celular.
Podemos ver a cavidade gerada pelo KVFinder em que se encontra o ligante na
FFigura 25. A &rea calculada da superficie da cavidade da macromolécula foi de
700A2 enquanto que a area que envolve o volume total da cavidade apresentou
1049A2. A raz&o entre a area que esta em contato com a superficie da molécula
e a area que envolve todo o volume € de 0,68, ou seja, 68% do espaco onde se
encontra o inibidor pertence a proteina. Este valor concorda com dados

encontrados na literatura, que aponta o valor em torno de 60%(91).
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Figura 25: Cavidade e ligante do complexo 1HPV. Pode-se observar que a cavidade
engloba o ligante em sua estrutura deixando uma pequena abertura para o ambiente.
Representacao obtida baseando no programa Pymol.

5.2.3.1Comparacédo Potencial Lipofilico do KVFinder e SYBYL
em relacdo a cavidade e ligante

O composto VX-478 possui peso molecular igual a 506Da e € um inibidor
com alta disponibilidade oral(91). O composto, quando ligado a proteina, tem o
grupo sulfonilanilina parcialmente englobado pela macromolécula em um
ambiente hidrofébico formado pela lle50 e 1le84. Quanto a lipofilicidade de cada
parte da estrutura, pode-se observar que o grupo fenil € a porcéo que apresenta
maior hidrofobicidade (Figura 26). Esta caracteristica € visualizada pela cor
avermelhada (circulo em amarelo). A parte mais hidrofilica se concentra no grupo

derivado do THF carbamato.

Correlacionando o ligante com a cavidade do KVFinder podemos ver que a
regido onde estdo os grupos sulfonilanilina e fenil (Figura 27), apresenta uma
regido mais lipofilica (hidrofobica). O grupo THF carbamato define uma regido
com menor lipofilicidade (hidrofilica). A analise das cavidades mostra que ha

predominio das regides hidrofilicas.
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(B)

Figura 26: Potencial lipofilico do ligante VX-478. (A) Estrutura do VX-478. (B) regido
onde se localiza o grupo fenil (circulo em vermelho) e o THF carbamato (circulo em
amarelo) possui, respectivamente, o0 maior e o menor potencial lipofilico.
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Figura 27: Potencial lipofilico da cavidade onde se encontra o ligante VX-478. O topo
da cavidade, onde se localiza o grupo sulfonilanilina e a regiéo inferior onde esta o grupo
THF carmamato (indicados pelas setas amarelas), apresentam menor potencial lipofilico.
As regides hidrofobicas se localizam proximas ao grupo fenil.
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5.2.3.2 Densidade de aceptor e doador de hidrogénio: Relacéo
Cavidade-Ligante

A ligacdo do inibidor VX-478 €& marcada por ligacbes de hidrogénio
envolvendo os grupos sulfonilanilina e o oxigénio do THF carbamato. Ainda na
estrutura é possivel observar varios grupos como amino e hidroxila que podem
fazer ligacbes de hidrogénio(91). As Figuras 28 e 29 apresentam a
complementaridade entre as superficies aceptores de hidrogénio do ligante e
doadoras de hidrogénio da cavidade. O VX-478 possui grande area em sua
superficie que podem receber hidrogénios ao ligar-se a uma macromolécula
(Figura 28A e Figura 28B). Logo o KVFinder demonstra uma extensa regiao de
doadores de hidrogénio (Figura 29), em acordo com a potencialidade do
composto de realizar estas ligacoes.

A superficie do inibidor com potencial doador de hidrogénio se concentra
proxima ao grupamento sulfonilamina e regido central onde ha grupos OH e NH
(Figura 30). A superficie da cavidade, mostrada em rosa, Figura 31, compreende
alta densidade de aceptor de hidrogénio que pode realizar interagcbes com o

composto.

(B)
(A) 4
I I 0

Figura 28: Representacdo das regides aceptoras de hidrogénios da molécula VX-478.
Em A, a superficie molecular transparente da molécula, em B, a representacédo opaca
mostrando que as regides, em azul, principalmente préximo do THF carbamato (circulo
em amarelo) possui potencial aceptor de hidrogénio.
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Figura 29: Densidade de doador de hidrogénios para a cavidade onde se liga 0 VX-478.
Os locais, em azul, da cavidade proximos ao grupo THF carbamato (seta em amarelo),
possui maior potencial de doador de hidrogénios.

A) (B)

%3

Figura 30: Representacdo do ligante VX-478 em que apresenta densidade de doadores
de hidrogénio. A Figura A apresenta o ligante e sua superficie molecular transparente,
enquanto em B, a superficie molecular € apresentada de forma opaca e possui no topo
coloracdo avermelhada indicando a regido doadora de hidrogénio. llustracdo gerada

pelo SYBYL.
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Figura 31: Potencial aceptor de hidrogénio apresentado pela cavidade do ligante VX-
478. A coloragdo em rosa indica o potencial de regibes aceptoras de hidrogénio. Na
parte superior da cavidade, onde se encontra o grupo sulfonilanilina, possui maior
densidade de aceptor de hidrogénio. llustracdo gerada pelo pymol.

Através da ferramenta Pymol foram identificados os residuos que estéo a
4A de distancia do ligante. Na Figura 32, os residuos Asp25, Gly27, Ala28, Asp29,

Asp30, influenciam no potencial de aceptor de hidrogénio da cavidade.

As regides em branco séo regides com pouca ou nenhuma probabilidade
de ocorrer ligacdes de hidrogénio. As cores somente se destacaram em regides
especificas devido a metodologia utilizada para o calculo da densidade. Ao
calcular os valores da densidade, a soma de aceptores e doadores foi dividida
pelo volume total da esfera que circunda cada ponto da cavidade. A diviséo pelo
volume total de um raio de 4A fez com que a densidade de aceptores das outras
regibes se reduzisse consideravelmente. Além disso, devemos considerar que
somente parte do &tomo pode estar incluida no calculo, diminuindo ainda mais a

sua influéncia na cavidade.
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A Figura 33 apresenta os valores relativos a densidade de doadores de
hidrogénio que possuem maior dominio na superficie da cavidade. Os residuos
Asp29, Asp30, Thr31 e lle84, proximos a cavidade aumentam a probabilidade de
interacdo de ligacao de hidrogénio com o ligante.

Y 3

Figura 32: Residuos que interagem com o ligante VX-478. A Figura representa a
cavidade onde esta ligado o composto e, em rosa, as regiées com maior potencial de
aceptor de hidrogénios proximo aos residuos Asp25, Asp29, Asp30.
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Figura 33: Representacdo da cavidade e residuos da macromolécula HIV-1 protease.
Podemos observar que a densidade de doador de hidrogénio € superior & densidade de
aceptores de hidrogénio. Na parte superior e inferior da cavidade onde se encontram 0s
residuos Arg8, Asp28, Asp29, Asp30 e Thr31 o potencial doador de hidrogénio é maior.

5.2.4 Maltase-Glucoamilase Humana e Acarbose

A dieta humana baseia-se principalmente em amido como fonte de glicose.
Em humanos as a-amilases pancreaticas e salivares sdo enzimas que clivam as
ligacdes internas a(1-4) de amido em cadeias pequenas e lineares de dextrina.
A mistura de dextrinas é entdo hidrolisada nas suas extremidades nao redutoras
em glicose por duas exo-hidrolases: maltase-glucoamilase (MGAM) e a sucrase-
isomaltase (S1)(92).

O MGAM e Sl sédo enzimas ligadas as membranas, cada uma contendo

duas subunidades cataliticas: uma subunidade N-terminal e uma C-terminal.

Do ponto de vista terapéutico, devido a limitadas informac¢des sobre o
processamento intestinal dos produtos da a-amilase, é importante entender o
mecanismo catalitico destas enzimas como inibidores das a-glucosidases que

sdo alvos destas enzimas na via de digestdo do amido. Estes inibidores sé&o
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atualmente usados para retardar a producéo de glicose e auxiliar no tratamento
de diabetes tipo Il. Acarbose, Figura 34, € um inibidor atualmente no mercado
gue quando testado com a subunidade recombinante N-terminal da MGAM
(NtMGAM) apresenta maior atividade inibitéria com Ki=62+13 uM(92).

Figura 34: Estrutura da acarbose. O circulo em destaque (amarelo) indica a acarvosina.

O sitio ativo do NtMGAM é uma cavidade formada principalmente pelos
residuos de Folhas-B C-terminal da estrutura barrel (B/a)s. Os dois anéis,
destacados em amarelo na Figura 34, representam a unidade acarvosina e ficam
inseridos dentro do sitio catalitico. Em comparacdo com 0s anéis de acarvosina
na ligacdo da molécula de acarbose, os outros dois anéis que ndo estao no sitio
ativo, na forma reduzida formam interagcbes com o NtMGAM, por intermédio do
solvente. Isto inclui essencialmente ligacdo de hidrogénio com o residuo Tyr605

através de intera¢cdes indiretas com a molécula de agua.
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Figura 35: Regido onde se localiza a estrutura da acarbose. Somente a parte que
corresponde a acarvosina se localiza dentro da cavidade.

5.2.4.1 Potencial Lipofilico da cavidade do complexo

glucoamilase humana e acarbose

As interacdes que se destacam na ligagdo dos residuos do sitio ativo da
glucoamilase e a acarvosina sao as ligacbes de hidrogénio. Na Figura 36,
geradas pelo SYBYL, o baixo potencial lipofilico € predominante nas cavidades.
Na Figura 36B, a parte mais externa da cavidade ou, sua extremidade, é uma
regido mais hidrofilica devido aos residuos acido aspartico, arginina, triptofano e
tirosina. Os residuos desta cavidade estdo expostos ao solvente o que explica a
caracteristica de hidrofilicidade. Na Figura 36A, h4 uma pequena regido com

caracteristica hidrofébica.

A cavidade encontrada pelo KVFinder demonstra caracteristicas
semelhantes as achadas pelo programa SYBYL. De acordo com os resultados
alcancados a partir do célculo dos potenciais, no bolso, em sua maior extensao,
predomina a baixa lipofilicidade devido a residuos que estdo em contato com o
solvente. Na Figura 37, h4 uma regido hidrofébica mais extensa. Dados da
literatura mostram que existem residuos hidrofébicos, o Trp e Phe, proximos a

regido onde a acarvosina se liga na macromolécula(92).
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Figura 36: Acarvosina presente na cavidade de ligacdo com a glucoamilase. Cavidade
gerada pelo SYBYL demostrando a posicdo do ligante por dois angulos. O baixo
potencial lipofilico predomina na maioria das regifes. Em A, existe uma pequena regiao
hidrofébica, em marrom, na extremidade da cavidade devido aos residuos Trp e Phe.

Figura 37: Cavidade gerada pelo KVFinder onde a acarvosina se liga a glucoamilase
humana. Nesta posicao temos regides hidrofilicas mais extensas, predominado por toda
a cavidade.
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Figura 38: Cavidade onde esta presente a acarvosina. Vemos que a cavidade, por outro
angulo, também é, em sua maioria, hidrofilica, apresentando poucos pontos em
vermelho indicando hidrofobicidade.

5.2.4.2 Densidade de aceptor e doador de hidrogénio: Relagcéo

Cavidade-Ligante

A proxima discusséo é relativa a densidade de doador de hidrogénio da
molécula de acarbose. A caracteristica apresentada € influenciada pelo nimero
de oxigénios e nitrogénios presentes na estrutura do farmaco. A acarvosina que
esta presente dentro do sitio ativo possui dois anéis que contém estes atomos,
responsaveis pela complementaridade aceptor-doador de hidrogénio na
interacdo com a proteina. A Figura 39 exibe a molécula de acarbose com
superficie opaca e densidade de aceptores de hidrogénio. A superficie com cor
azul um pouco mais intensa esté localizada nos dois anéis que estao fora do sitio
ativo e proximas das regides que possuem atomos de nitrogénio e oxigénio da

acarvosina.

A Figura 40 mostra as regides da cavidade em que a densidade de
doadores de hidrogénio € mais acentuada. A densidade calculada pelo KVFinder
é influenciada por atomos doadores presentes nos residuos Asp203, Arg256,
Asp542, His600.

A ligagcdo da acarbose no sitio ativo envolve numerosas ligacdes de

hidrogénio. Na Figura 41, a cor rosa demonstra o potencial de doadores de
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hidrogénio. O colorido mais robusto demonstra os atomos que interagem com

residuos do sitio ativo.

A cavidade encontrada pelo KVFinder e visualizada pelo Pymol mostra
somente uma regido com alto valor de densidade de aceptores de hidrogénio. A
Figura 42, a cor em azul refere-se a extremidade onde ha maior nimero de
residuos capazes de interagir com o hidrogénio. Estas interacdes ocorrem
através dos residuos Asp443, Asp542, Arg526 e Tyr605, muitas séo realizadas
por intermédio de moléculas de agua(81). Essa é uma caracteristica deste
complexo enzimatico em que o farmaco esta parcialmente dentro da cavidade.
A baixa densidade de aceptores na cavidade indica que pode haver residuos
doadores de hidrogénios, mas a probabilidade de interacdo pode ser pequena.

-0

Figura 39: Molécula de acarbose com densidade de aceptor de hidrogénio mostrada
com superficie molécula. A estrutura mostra homogeneidade em toda sua estrutura em
relacéo a densidade de aceptores de hidrogénio.
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Figura 40: Cavidade da glucoamilase com densidade de DOADORES de hidrogénio. A
densidade se distribui homogeneamente pela cavidade. Figura gerada pelo Pymol com
o0 algoritmo agregado ao KVFinder.

(B) 1

-0

Figura 41: Molécula de acarbose (A) com densidade de doador de hidrogénio em sua
superficie molecular(B).
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Figura 42: Densidade de aceptores gerada pelo KVFinder. A imagem demonstra que a
densidade de ACEPTORES de hidrogénios da cavidade se localiza ha extremidade.

A préxima comparacgéo realizada esté relacionada a cavidade e residuos
gue a cercam. Neste caso, foram destacados locais com maior densidade de
aceptor de hidrogénio na visualizacéo. Estes locais estédo presentes os residuos
Asp203, Tyr299, Asp327, 11e328, Trp406, Arg526, Asp542 e His600. As regides
onde existe maior densidade de aceptores de hidrogénio se localizam nas

extremidades. A representacao esta ilustrada na Figura 43.

A densidade de doador de hidrogénio, representado pela cor rosa na Figura
44, possui maior potencial na extremidade da cavidade. Nestes locais estédo os
residuos Asp203, Met444, Asp542, Arg526.
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Figura 43: Relacdo cavidade-residuo para densidade de aceptores de hidrogénio. Pode-se
observar maior valor de densidade de aceptores na extremidade da cavidade préximo aos
residuos Asp203, Asp443, Arg526, Asp542.

Figura 44: Regido da cavidade onde se apresenta maior probabilidade de doador de hidrogénio.
Esta regido se concentra na extremidade da cavidade, onde ha residuos como Asp203, Met444,
Asp542, Arg526.
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5.3 Andlise do programa em relacdo ao parametro:

espacamento entre as grades

Do ponto de vista quantitativo, devem-se sempre analisar com cautela as
limitagcdes que uma ferramenta computacional pode apresentar. O KVFinder com
as rotinas de potenciais implementadas sera, a partir de entéo, referido neste
trabalho como KVFinderd9, O programa utiliza uma matriz, em que o usuério
pode determinar o valor do espacamento de cada ponto da grade. Sabe-se que
gquanto menor este valor, maior € a acuracia dos resultados obtidos pelo
programa. Em contraposi¢do, determinar um valor muito pequeno do
espacamento de cada ponto da grade para a execucédo da ferramenta, pode

representar um alto custo computacional.

Os testes que foram realizados analisaram as seguintes caracteristicas: (i)
area total (calculada pelo KVFinderd9), (ii) volume, potenciais: (iii) lipofilico, (iv)
densidade de aceptor e (v) doador de hidrogénio. Os testes foram feitos
utilizando o computador Intel Core, com 8GB de memoaria e sistema operacional
Scientific Linux 6.5 e usando os parametros 1,0, 0,8, 0,5 e 0,2 A/pts para o
intervalo entre os pontos da grade. O experimento ocorreu para o célculo de
todas as cavidades das proteinas e destacou sete macromoléculas: 2nyr(93),
20cf(94), 2y00(94), 2hyy(95), 4cox(96), 4ey7(90) e 2y04(94), para saber de que

forma os potenciais poderiam variar com os parametros do programa.

A primeira analise realizada foi baseada na area total da cavidade calculada
pelo KVFinderdv9, e de acordo com a Figura 45 a diferenca entre os valores para
cada parametro é bastante relevante. Para a proteina 4cox o valor da area para
0,2 Alpts é de quase 30.000A2 enquanto para 0,5 A/pts este valor no ultrapassa
de 5000 A2. Por outro lado, sabe-se que uma segunda analise delimitando o
espaco de busca desejavel pode ser realizado. Esta analise seria viavel se
tivesse um conjunto pequeno de proteinas a ser estudado, uma vez que, a
preparacdo do programa KVFinder é realizado manualmente pelo usuario. A
diferenca de area para valores entre 0,5 A/pts e 0,8A/pts também pode ser
considerada grande, a cavidade escolhida é aquela que possuia a molécula

ligante. A partir de 0,8 A/pts estes valores estabilizam, no entanto, a acuracia
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dos resultados ndo seria tdo expressiva para uma simples analise. A mesma
situacdo ocorre quanto ao volume da cavidade, mas as diferencas sdo bem mais
visiveis para as proteinas 2nyr e 2y04, sendo que para valores de 0,2A/pts e
0,5A/pts a diferenca fica em torno de 6000A3 e 5000A3, respectivamente (Figura
46).

Areaversus intervalo da grade
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Figura 45: Variagdo da area total de sete cavidades para quatro valores de
espagamento da grade. O valor 0,2 apresenta maior valor de area total em relagédo aos
outros valores. A discrepancia é bem visivel sendo maior para a proteina de codigo 2y00.
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Volume Total da Cavidade
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Figura 46: O volume da cavidade para seis proteinas diferentes. O volume segue o
mesmo comportamento da area, sendo 2nyr e 2y04 as macromoléculas com maiores
discrepancias.

A segunda parte consiste na analise da variacdo dos potenciais: lipofilico e
de densidade de hidrogénio. A analise do potencial lipofilico apresentou algumas
particularidades (Figura 47). Por exemplo, a proteina 2ocf possui um maior
potencial lipofilico quando a unidade da grade é 0,5A/pts em relacdo a de
0,2A/pts. A proteina 4ey7 apresentou um potencial negativo para 0,2A/pts, e
demonstrou um leve aumento para 0s outros parametros. Por outro lado, a
proteina 2y00 praticamente ndo obteve diferenca nos resultados, relacionada
aos parametros, 0,2A/pts e 0,5 A/pts. A proteina 2hyy mostrou maior
discrepancia entre os valores quando aumenta o espacamento da grade. Para
valores acima de 0,5A/pts os potenciais tendem a diminuir. Exceto para as
proteinas 2y04 e 2y00, o volume encontrado é proximo de zero, o que indica que
n&o é possivel detectar uma cavidade a partir de 0,5A/pts.

Na avaliacdo da proteina 2ocf quanto a hidrofobicidade, Figura 48, observa-
se que os valores praticamente ndo se alteram quando as distancias entre os
pontos da grade variam entre 0,2A/pts e 0,5 A/pts. A proteina 4ey7 sofre

pequena alteracdo quando aumentamos o0s parametros, sendo que a tendéncia
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da cavidade é ser mais hidrofébica. As demais proteinas tendem a sofrer
sensiveis diferencas dos valores hidrofébicos apresentando um comportamento
similar entre si. A hidrofobicidade tende a diminuir com o aumento do intervalo
da grade. A hidrofilicidade, Figura 49, seguiu 0 mesmo comportamento de
hidrofobicidade, sendo que quanto menor o valor de intervalo da grade mais

negativa € a quantidade.
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Figura 47: O potencial lipofilico total das cavidades de seis proteinas com o ligante. Os
valores de lipofilicidade apresentam discrepancias para os valores de intervalos de
pontos da grade entre 0,2 e 0,5, no entanto, para 4ey7a cavidade varia de hidrofilica
para hidrofébica. Para 0,8 e 1,0 ndo ha diferenca significativa se aproximando do zero.
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Potencial Hidrofobico
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Figura 48: Hidrofobicidade da cavidade para cada valor da grade. A hidrofobicidade
segue um comportamento semelhante a area e ao volume. A diferenga pode ser grande
como ocorre com 2y00 ou quase imperceptivel como 2ocf. No geral estes valores
tendem a diminuir.
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Figura 49: Hidrofilicidade para cada cavidade onde o ligante esta presente. Valor de
hidrofilicidade para todas as proteinas tendem a aumentar com o tamanho da grade,
sendo a proteina 2y00 a que apresenta a maior diferenca de hidrofilicidade.
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5.3.1 Eficiénciado programa para a execucao de grande namero

de proteinas

Um dos problemas enfrentados na execucéao do trabalho foi relativo ao
tempo de execucdo do programa. Como a ferramenta KVFinderd™d trabalha com
um preenchimento de uma matriz booleana, encontrar todas as cavidades exigiu
um tempo maior que o esperado. O trabalho foi realizado com a primeira versao
do programa. O tempo de execucdo de cada macromolécula depende do seu
tamanho, e aquelas que apresentaram maior nUmero de atomos requisitaram
mais tempo de execuc¢éo do programa. O maior tempo de CPU registrado ficou
em torno de 14h para a proteina 402B(97). O menor tempo registrado foi para a
proteina 1FKF(98) com aproximadamente 35 minutos. Os algoritmos
implementados resultaram em um tempo de execucdo bem menor que a busca
de cavidades. Os maiores tempos registrados para o célculo de densidade de
hidrogénio e potencial lipofilico foram 1h e 13min e 1h e 02min, respectivamente.
Enquanto o menor tempo de execucdo ndo passou de alguns segundos. As
macromoléculas apresentadas foram 40B2 ( nitrila hidratada da Pseudonocardia
termofila ligada ao acido butaneboranico), 3TOP (subunidade C-terminal de
glicoamilase-maltase humanano complexo com acarbose)(99), 1PXX (ciclo-
oxigenase ligada ao diclofenaco)(100), 2oth (complexo ternario da fosfolipase
ligada A2 com indomethacin and nimesulide),1PK2 (tecido tipo plasminogénio
ativador complexado ao acido 6-aminohexandico)(101) e 1FKF (complexo
imunossupressante-imunofilina). Todos os valores estao registrados na tabela 3.

Tabela 3: Tempo de execugdo do KVFinder®d para proteinas.

Tempo de execucdo do KVFinder

Proteina Numero de HB (h:min:s) LP (h:min:s) KVFinder
atomos (h:min:s)
402b 17332 1:13:46 1.02:21 12:14:41
3top 14264 0:36:56 0:31:29 10:19:35
1pxx 17894 0:14:38 0:28:51 9:45:54
20th 944 0:00:29 0:00:18 0:47:03
1pk2 1330 0:00:07 0:00:05 0:35:04
1fkf 832 0:00:08 0:00:06 0:34:34

A Figura 50 mostra o gréafico do niumero de atomos em funcéo do tempo de

execucado exigido para encontrar todas as cavidades de uma proteina. Os
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algoritmos de Potencial Lipofilico e Densidade de Ligacédo de Hidrogénio levaram
alguns minutos, sendo os maiores deles ja mostrados na Tabela 3. Isso atesta

que para um grande numero de proteinas a utilizacdo do programa se torna

dispendiosa.
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Figura 50: Tempo de execuc¢ao do programa KVFinder em fungéo do nimero de atomos
das proteinas. Grafico do tempo em horas para o KVFinder encontrar todas as
cavidades, potencial lipofilico (PL) e densidade de hidrogénio (HB).
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5.4 Andlise de Drogabilidade

5.4.1 Selecao dos grupos drogaveis e ndo-drogaveis

O projeto visou aplicar o KVFinder®? em dois grupos de proteinas, que séo
classificadas como drogaveis e ndo-drogaveis, escolhidas de acordo com que foi
explicado na metodologia, secéo 4.3. Os atributos utilizados para caracterizar a
amostra dos dois conjuntos basearam-se no potencial isoelétrico (Figura 51),
namero de atomos (Figura 52) e peso molecular (Figura 53) existente nas
proteinas. As compara¢gfes em relagdo ao peso molecular mostraram que a
média das proteinas ndo-drogaveis € o dobro das proteinas drogaveis enquanto
o potencial isoelétrico apresentou media semelhante entre os dois grupos. Estes
aspectos foram escolhidos para que o conjunto controle ndo se distancie tanto
do grupo de teste, ou seja, drogavel. A média do potencial isoelétrico apresentou-
se, para ambos os grupos, valor em torno de 6,65.
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Figura 51: Boxplot do Potencial isoelétrico. Apesar dos dois grupos terem o valor de
média proximo de 7, o grupo drogavel (azul) € mais homogéneo.
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Figura 52: Boxplot em relacdo ao niamero de atomos das proteinas drogaveis e ndo
drogaveis. O conjunto de proteinas drogaveis possuem maiores niamero de atomos e
apresentam mais outliers.
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Figura 53: Boxplot do Peso molecular. As proteinas drogaveis possuem menor peso
molecular que as proteinas ndo-drogaveis. As diferencas entre a mediana, o primeiro e
o terceiro quartil € mais aparente para 0s grupos nao-drogavel.
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5.4.2 Andlise das caracteristicas topoldgicas das cavidades

5.4.2.1 Area e volume da cavidade

As primeiras analises foram realizadas quanto as suas caracteristicas
topoldgicas, area e volume. Em relacdo a area, os valores séo verificados quanto
aos pontos que tangenciam a superficie molecular da cavidade e a area
calculada pelo KVFinder.

De acordo com o boxplot da Figura 54 o conjunto de proteina drogavel
apresentou cavidades com maiores superficies moleculares. As cavidades
escolhidas para andlise do conjunto ndo-drogavel foram as que possuiam as
maiores areas da superficie molecular. Mesmo assim, o conjunto apresentou 0s

menores valores de area de superficie que o grupo drogavel.
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Figura 54: Boxplot relativo a area superficial das cavidades das duas amostras. A
amostra drogavel apresenta maior dispersao que a amostra nao-drogavel.
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A média da area da superficie das cavidades ndo drogéveis foi de 1574A2,
enquanto que para o grupo nao-drogavel este valor foi de 430A2. Na Figura 54
esta representado o boxplot dos dois grupos de teste. Mesmo selecionando as
maiores areas das proteinas ndo-drogaveis, a amostra drogavel apresenta o
valor de area superficial maior e maior dispersdo dos dados. Podemos supor
desta forma que as cavidades que possuem maior area acessivel ao solvente
possuem maior capacidade de reconhecer um ligante com caracteristica de
farmaco. Entretanto, uma caracteristica, utilizada em programas como SiteMap®
e DogSite denominado enclosure (invélucro), pode possuir grande importancia
na analise da topologia da cavidade. O involucro, ja descrito na secdo em que
falamos sobre o servidor DogSite serve para definir o quéo internalizado o

farmaco pode se localizar na proteina.

Este descritor neste trabalho foi simplificado calculando a area da superficie
molecular da cavidade da macromolécula e a area fechada que envolve todo o

volume que é dada inicialmente pelo KVFinder.
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Figura 55: Grafico da razdo area superficial e area total de 193 proteinas drogaveis.

O que pode se observar no gréafico da Figura 55 é que as cavidades onde
se encontram os farmacos tém sua area coberta em sua maioria acima de 60%.
Este resultado concorda com valores encontrados na literatura (37,63,81). Além
disso, € um importante descritor para determinar a drogabilidade de uma

cavidade proteica proposta.



O volume para as duas amostras apresentou poucas diferencas. A média
da amostra drogavel mostrou um valor maior em relacdo a ndo-drogavel. Pelo
boxplot da Figura 66, podemos ver a variagao de volume das cavidades das duas
amostras. A amostra ndo-drogavel apresenta maior dispersdo e amostra

drogavel apresenta mais valores atipicos.
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Figura 56: Boxplot do volume das cavidades dos grupos drogaveis e nao-drogaveis. A
amostra ndo-drogavel possui menor volume de cavidade e uma dispersédo maior.

5.4.3 Analise do Potencial Lipofilico

A primeira analise se baseou na distribuicdo do potencial lipofilico das duas
amostras. O potencial lipofilico total foi calculado para as cavidades onde os
farmacos estavam presentes e feita uma distribuicdo dos valores para saber
como se apresenta a variacao do potencial lipofilico total, a hidrofobicidade e
hidrofilicidade das cavidades. A distribuicdo adotada foi a distribuicdo de Kernel
gue é uma forma nao-paramétrica, ou seja, ndo assume que os dados tenham

qualquer caracteristica estrutural ou parametros para estimar a funcdo de



densidade de probabilidade de uma variavel aleatéria. Esta estimativa esta

intimamente relacionada com o histograma.

O que se observa nos gréficos é que a variagdo da lipofilicidade € maior
para as proteinas drogaveis ficando em torno de -5000 a 6000, enquanto que
para o grupo nao-drogaveis a variacao ficando em torno de -1000 a 500. Para
0s grupos drogaveis os valores de hidrofobicidade como encontrado no gréfico
tendem a ser mais frequentes que os valores de hidrofilicidade. Esta comparagao
é ressaltada no grafico da Figura 57, observando os valores da escala
encontrada dentro da elipse destacada em vermelho. Entre os valores de
lipofilicidade 0 e -1000 a queda € mais abrupta, enquanto que, para os valores
entre 0 e 1000 a queda é mais suave apresentando dois pequenos picos (seta
em vermelho na Figura 57).

Para as proteinas ndo-drogaveis a relacdo é inversa, Figura 58. A queda
mais abrupta ocorre para valores hidrofébicos de cavidades de proteinas.
Enquanto que para valores hidrofilicos, apesar de uma queda também abrupta
entre 0 e -100 existe um aumento da frequéncia quando a hidrofilicidade atinge
o valor -200 (seta vermelha), e a partir deste valor é apresentada uma curva mais

suave.
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Figura 57: Gréficos da densidade de Kernel para o Potencial Lipofilico para as proteinas
nao drogaveis. No gréafico da esquerda, a regido destacada em vermelho se concentra
0 maior nimero de cavidades. No grafico da direita, a regido com maior densidade foi
ampliada. Pode-se ver que a maioria das cavidades tendem a ser hidrofobicas. A regido
com valores positivos possui variacdo maior de densidade (setas em vermelho).
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Figura 58: Graficos do Potencial Lipofilico para o grupo ndo-drogavel. A variagdo do
potencial € menor que para o grupo drogavel. O grafico da esquerda a regido onde ha
maior nimero de cavidades (circulo em vermelho) foi ampliada e apresentada no grafico
da direita. Os grupos néo-drogaveis tendem a apresentar cavidades mais hidrofilicas.

De acordo com dados na literatura, as cavidades dos alvos drogaveis
tendem a aparecer mais hidrofébicas que hidrofilicas. Este fato, considerando a
afinidade entre um ligante e uma macromolécula, concorda com uma das regras
de Lipinski sobre a lipofilicidade do farmaco. As drogas com biodisponibilidade
oral devem ser passiveis de atravessar as bicamadas lipidicas e atingir os alvos
desejaveis. Para uma melhor visualizacdo dos resultados apresentamos um
boxplot, Figura 59, para observar a distribuicdo empirica dos dois grupos.
Observamos que no conjunto drogavel a dispersdo dos dados € maior assim
como o potencial lipofilico. O grupo nao-drogavel possui menor dispersao e
menor valor de potencial lipofilico. Alguns valores atipicos desta amostra

mostram a tendéncia de um menor potencial lipofilico.
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Figura 59: Lipofilicidade apresentada pelas amostras drogaveis e ndo-drogaveis.
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Figura 60: Comparagdo entre grupos drogaveis e ndo-drogaveis quanto a
hidrofobicidade. O grupo drogavel apresenta maior hidrofobicidade, enquanto que o
grupo nao-drogével apresenta menor dispersao e valores atipicos em sua amostra.
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Figura 61: Relacdo entre a hidrofilicidade de cada grupo. O grupo drogavel apresenta
maior dispersdo, no entanto, menor hidrofilicidade que o grupo ndo-drogavel.

A mesma anadlise foi realizada utilizando os valores dos potenciais
hidrofébicos e hidrofilicos separadamente. Os padrdes encontrados sédo
semelhantes, assim como o0s valores discrepantes para as proteinas nao-
drogaveis e uma menor variacao para cavidades hidrofébicas e hidrofilicas dos

alvos.

Neste caso, estamos analisando um conjunto grande de cavidades com
areas e volumes diferentes. Para uma avaliacdo mais precisa da influéncia da
lipofilicidade na drogabilidade de um alvo combinamos esta quantidade ao valor
de area, para se ter uma proporcao de qudo lipofilica pode ser uma cavidade. A
rotina adicionada ao KVFinder calcula o valor da area da superficie molecular
gue se apresenta hidrofébica ou hidrofilica. Estes valores foram apresentados
atraves de dois boxplot que mostram uma comparacao entre as areas hidrofilicas

e hidrofdbicas, Figuras 62 e 63.
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Podemos observar a dispersdo dos valores das areas hidrofébicas e
hidrofilicas. Isso se deve ao tamanho e forma da cavidade. Devido o nimero da
amostra ser pequeno (199 proteinas), os conjuntos de testes variam

consideravelmente para os descritores das cavidades.
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Figura 62: Boxplot da area hidrofobica entre as duas amostras.

Na Figura 62 é visivel que as proteinas drogaveis apresentam uma area
hidrofébica maior que as proteinas nao drogaveis. A média fica em torno de 0,55,
ou seja, mais de 50% da &rea das cavidades onde os farmacos se ligam sao
hidrofébicas enquanto que os valores escolhidos das cavidades das proteinas
nao drogaveis a média se apresenta em torno de 44%. Na literatura(82), as
cavidades das proteinas drogaveis apresentam uma area hidrofébica maior que
60%. Esta discrepancia quantos aos resultados aqui apresentados pode estar
relacionada ao numero de proteinas utilizado para amostragem que é bem
inferior ao nimero de proteinas que foram publicadas, aproximadamente

103.400 macromoléculas.

O mesmo procedimento foi realizado para os percentuais de area hidrofilica,
Figura 63, onde a dispersado dos dados é maior para as proteinas drogaveis e a

média apresentada € menor. As proteinas ndo-drogaveis apresentam maior
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namero de areas hidrofilicas indicando que esta caracteristica é mais acentuada

para este conjunto.
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Figura 63: Relacdo entre as areas hidrofilicas de cada amostra.

O comportamento hidrofébico e hidrofilico das cavidades em funcédo da
area foi analisado e o resultado esta representado na Figura 64 e Figura 65.
Podemos observar uma dependéncia linear dos dois descritores em relacao a
area da superficie molecular. As cavidades com area entre 100A2 e 2000A2
foram utilizadas para o célculo da regresséo linear para a hidrofobicidade e

hidrofilicidade. Essa restricao foi feita para evitar valores atipicos.

Utilizando o software R foi possivel realizar uma regressao linear e obter os
valores de uma curva para os graficos que representam as quantidades relativas
a lipofilicidade. O valor do R? encontrado para o ajuste da hidrofobicidade das
cavidades foi 0,59, enquanto que para a hidrofilicidade foi de 0,63. Estes valores

nao sao satisfatorios para o ajuste linear destas caracteristicas.
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Figura 64: Relagéo entre o valor de hidrofobicidade e &area total da cavidade. A reta em
verde apresenta o calculo da regressao linear calculada através do software R.
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Figura 65: Regressao linear dos valores de hidrofilicidade calculados em relagéo a area
total da cavidade.
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A segunda analise esté relacionada a area dos descritores de lipofilicidade
que ocupa em relacdo a area total de cada cavidade. As disposi¢cfes dos pontos
também apresentam uma relacéo de linearizacdo dos descritores e area total.
Assim sendo, foi realizado novamente um ajuste linear destes descritores. Os
valores encontrados para R? foram 0,86 e 0,87 para os ajustes das areas
hidrofébica e hidrofilicas, respectivamente. Estes valores indicam que as areas

de hidrofobicidade e hidrofilicidade podem ser um bom preditor de cavidades

drogaveis.
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Figura 66: Regresséo linear do descritor "area hidrofébica" em relagéo a area superficial
total
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Figura 67: Regressao linear da area hidrofilica em relacé@o a area superficial total.

Com o software R encontramos a razao entre a area hidrofébica o vinculo
desta quantidade com a area total. A Figura 68, o primeiro gréafico inclui todas as
cavidades drogaveis, enquanto o segundo grafico somente as cavidades com

area menor que 5000A2 foram analisadas. O que se vé é que esta quantidade é

maior que 40% para a maioria das cavidades.
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Figura 68: Gréfico da razdo da area hidrofébica das amostras drogaveis em relacéo a
area total da cavidade.

5.4.4 Andlise da Densidade de Ligacao de Hidrogénio

A densidade de ligacdo de hidrogénio para doadores e aceptores nao
apresentou muitas diferencas em relacdo aos dois conjuntos, Figura 70. A
densidade de doadores de hidrogénio apresenta-se um pouco maior para o
grupo nédo drogavel. A dispersdo de densidade de doares e aceptores € grande

para as duas amostras.
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Figura 69: Boxplot para densidade de aceptores e doadores de hidrogénio entre os dois
grupos. Ambos grupos apresentam um perfil semelhante, no entanto, pode-se inferir
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pelo gréfico da esquerda que o grupo ndo-drogavel apresenta média de densidade de
doadores de hidrogénios um pouco superior.

As rotinas adicionadas que dao informacdes sobre as ligacbes de
hidrogénio também fornecem o numero de doadores e aceptores com
proximidade de 4A de cada cavidade, onde para cada quantidade realizamos
uma distribuicdo de Kernel, Figura 71. O conjunto drogéavel possui a maior
frequéncia de cavidades com numero de aceptores presentes. Para o conjunto
nao-drogavel é possivel ver que a maior frequéncia de aceptor possui numero
absoluto menor que 100, apesar da curva ter uma largura menor e um

decaimento mais brusco.
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Figura 70: Distribuicdo de Kernel para nUmero absoluto de aceptores para 0s conjuntos
drogavel e ndo-drogavel.
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Figura 71: Densidade de Kernel para nimero absoluto de doadores de hidrogénio para
os dois grupos. A curva que representa o grupo drogavel se mostra mais suave e possui

maior nimero de doadores.

Na Figura 72 vemos que o numero de doadores de hidrogénio para a

maioria das cavidades do conjunto ndo-drogavel possui quantidade menor que

50. O comportamento da distribuicdo de aceptores e doadores para os dois

grupos é semelhante. Isto pode ser visto também através dos gréficos da Figura

81 onde h& o niumero absoluto de doadores e aceptores de hidrogénio.
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Figura 72: Boxplot do numero absoluto de doadores de hidrogénio para as duas
amostras. A amostra ndo-drogavel apresenta menor dispersdo e menor média de
doadores de hidrogénio.
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Figura 73: Comparacao entre niumero absoluto de aceptores de hidrogénio. A amostra
drogavel apresenta maior dispersao e maior média do nUmero absoluto de aceptores de
hidrogénio.
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Pode se observar que o conjunto drogavel apresenta maior disperséo e
maior numero absoluto de doadores e aceptores de hidrogénio. O grupo nao-
drogavel apresenta alguns valores atipicos. Esse comportamento pode ser
explicado pela maneira como cada quantidade é obtida, a densidade de
aceptores e doadores pode ndo englobar nos calculos, como mostrado na
metodologia, todo o volume do &4tomo, mas somente parte dele, enquanto que
ao computar os numeros de doadores e receptores € realizada uma soma sobre

os valores absolutos de cada quantidade.

A andlise sobre a densidade de doadores e aceptores em funcdo da area,
Figura 75, ndo apresentou nenhum padréo que pudesse ser ajustado por uma
funcdo. Pode-se ver que os valores de densidade ndo apresentam nenhuma
dependéncia singular com a &rea. Uma &rea superficial grande ou pequena pode
apresentar valores aleatérios. Na figura da densidade de aceptores o que
podemos ver € uma “quantizacdo” dos valores. Grupos que apresentam um
pouco acima de zero e grupos que apresentam valores préoximos a 0,1. Esta
afirmacao vale somente para estes grupos testes. Para o grupo drogavel esta
densidade € bem distribuida assim como na densidade de doadores de

hidrogénio.

A relacdo do numero absoluto de aceptores e doadores apresenta um
grafico linear em funcdo da area sendo que para o grupo drogavel esta
linearidade é melhor definida, Figura 76. O grupo nao-drogavel apresenta
qualitativamente uma curva sutil nos seus valores principalmente para o grupo

de doadores de hidrogénio.
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Figura 74: Densidade de aceptores e doadores de hidrogénio para 0s grupos drogaveis
e nao drogaveis. As caracteristicas dos graficos mostram que nado é possivel ajustar

uma fungéo que descreve uma dependéncia entre os descritores.
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A préxima andlise foi realizada quanto a area que os valores de densidade
de aceptores e doadores de hidrogénio apresentam para os dois grupos, Figura
77. Pode-se afirmar que as proteinas drogaveis possuem maior média de
aceptores e doadores de hidrogénio e maior area ocupada por esses dois
descritores. Podemos ratificar, com os resultados encontrados, a importancia da
interacdo entre aceptores e doadores de hidrogénio para o reconhecimento do

farmaco pela proteina.
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Figura 76: Relacdo entre a area de doadores e aceptores de hidrogénio para grupos
drogaveis e nao drogaveis. O grupo drogavel apresentou para as duas amostras maior
dispersdo e maior area de doadores e aceptores de hidrogénio.

Posteriormente, foi realizada uma analise em relacdo a area de densidade
de ligacdo de hidrogénio e a area superficial total. Os graficos das Figuras 78 e
79 demonstraram um perfil linear significativo para o grupo drogavel. A regresséo
linear destes valores foi realizada utilizando a ferramenta R, o R? encontrado
para os dois ajustes mostrou-se significativo. Para a area sob influéncia de
doadores de hidrogénio o ajuste indicou um R? de 0,96, enquanto para a area de
influéncia dos aceptores de hidrogénio este valor € de 0,99. Considerando o
namero de proteinas obtido no banco de dados, os descritores de densidade de
hidrogénio foram relevantes para caracterizar a drogabilidade das cavidades

analisadas.
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Figura 77: Regressao linear obtida para a area de influéncia dos doadores e aceptores
de hidrogénio. O R? obtido foi de 0,96.
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Figura 78: Regressao linear obtida para a area de influéncia dos doadores e aceptores
de hidrogénio. O R2 obtido foi de 0,99.
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6 Conclusao

Podemos concluir, na primeira parte do trabalho realizado sobre o potencial
lipofilico e densidade de ligacdo de hidrogénio, que as rotinas inseridas no
KVFinder geram uma descricdo aceitavel das propriedades das cavidades. Os
trés complexos proteina-ligante utilizados para o teste demonstraram
visualmente semelhancas com as cavidades que foram calculadas pelo
MOLCAD do SYBYL. O potencial lipofilico demostrou complementariedade
quimica com o ligante com caracteristicas de farmacos. O calculo da densidade
de aceptores e doadores de hidrogénio também  demonstrou
complementariedade com grupos aceptores e regibes com caracteristicas de
doadores de hidrogénio, e vice-versa. Estes resultados foram demonstrados
através da estrutura quimica da molécula e a regido onde se encontrava. As
mesmas conclusées com relacdo a densidade de ligacao de hidrogénio podem
ser observadas quanto a relacdo cavidade-residuo da proteina. As regiées com
mais alto potencial de doadores e aceptores de hidrogénio foram aquelas que
apresentaram residuos que possuem maior probabilidade de realizar estas

interacdes e principalmente seu posicionamento quanto as cavidades.

As relacdes topolégicas da cavidade, volume e area apresentaram grandes
diferencas em relacdo ao tamanho da grade. A superficie molecular é muito
sensivel a escala utilizada na grade e apresenta melhores resultados com o valor
definido como 0,2A/pts. O potencial lipofilico diminui sensivelmente quando

aumenta a distancia entre os pontos da grade.

Seguindo a andlise do KVFinder podemos concluir que o0 custo
computacional para a busca de todas as cavidades da proteina se torna muito
grande quando se aumenta o nimero de atomos, sendo esta caracteristica uma
limitacdo para a utilizagdo da ferramenta no uso de todo um proteoma. Os
algoritmos utilizados para calculo de potencial demonstraram um tempo bem

menor de execugao.

Quanto a drogabilidade, concluimos que para o conjunto de proteinas
drogaveis utilizado na analise o valor a quantidade da area interna a proteina

(raz&o entre a superficie molecular e a area que engloba todo o volume, incluindo
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a tampa) € maior ou préximo de 60%, concordando com valores da literatura.
Em relacdo a area e ao volume os grupos drogaveis apresentaram maior valor
de area superficial da molécula assim como a média do volume encontrado foi
bem maior. A relagéo hidrofobicidade vs area mostrou linearidade assim como a
relacdo hidrofilicidade vs &rea. Os valores de lipofilicidade foram maiores para
0S grupos drogaveis, enquanto que 0s grupos nao drogaveis demonstraram ter
cavidades mais hidrofilicas. Em relacéo a area os resultados foram semelhantes
para os dois grupos, sendo possivel também realizar uma regressao linear para
0 conjunto drogavel encontrando valores promissores para uma futura analise

mais sistematica da drogabilidade.

A densidade de hidrogénio tanto de aceptores como de doadores nao
demonstrou nenhuma diferenca significante. Entretanto quando analisado o
namero absoluto de doadores e aceptores foi possivel observar o crescimento
linear em relacéo a area sendo possivel uma regressao, assim como a analise

da area que indicou alto valor para R?.
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