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Introducéo

A Triagem virtual é uma ferramenta computacional poderosa para orientar na
identificacdo de novos hits de grandes bibliotecas quimicas. Essa técnica é largamente utilizada
em programas de descoberta de fArmacos tanto em empresas farmacéuticas como na academia.
Existem duas grandes categorias de técnicas de triagem: triagem virtual baseada no ligante
(LBVS) e triagem virtual baseada em estrutura (TBVS). A abordagem TBVS utiliza o
conhecimento da estrutura 3D de alvos bioldgicos no processo de selecdo de ligantes com
afinidade aceitavel e complementariedade com o sitio de ligacdo. Portanto, TBVS pode ser
realizado através de célculos de docking e predi¢do de afinidade de ligacdo, assim como por
estrutura baseada em farmacdforos (Irwin,2016), ver FIGURA 1. Foram pesquisados e
analisados nos ultimos anos a qualidade do encaixe molecular por critérios objetivos. A
vantagem mais significativa do encaixe molecular é sua capacidade de identificar efetivamente
e eficientemente novos quimiotipos de uma grande biblioteca quimica contra um alvo de
interesse. Normalmente, novos quimiotipos nao relacionados a ligantes previamente
conhecidos para um determinado alvo podem conferir novas consequéncias biologicas (Meng,.
2011). Os acertos altamente classificados sdo cuidadosamente inspecionados, avaliados e
submetidos a avaliacdo experimental. Geralmente, o sucesso de uma triagem virtual pode ser
julgado pela taxa positiva verdadeira de compostos testados experimentalmente
(Pagadala,2017). A diferenciagdo significativa de quimiotipos pode fornecer propriedades
Unicas para responder a perguntas adicionais que os ligantes conhecidos ndo poderiam abordar
em estudos biologicos. Cerca de 70% das campanhas TBVS estavam mirando enzimas,
incluindo cinases, proteases, fosfatases e outras enzimas, seguidos por receptores de membrana,
receptores nucleares e fatores de transcri¢do. A distribuicdo da classifica¢do do tipo de proteina
estava intimamente relacionada a disponibilidade de dados onde as estruturas enzimaticas eram
relativamente mais faceis de serem determinadas experimentalmente sendo as estruturas do
receptor de membrana mais desafiadoras de resolver. As estruturas cristalinas forneceram uma
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base mais solida para TBVS do que estruturas modeladas. No entanto, isso pode ndo ser mais
0 caso has proximas décadas. Com a facilitagdo da predicdo da estrutura de proteinas modeladas
serdo, sem davida, empregadas no TBVS antes que as estruturas alvo sejam resolvidas
experimentalmente. Espera-se que o encaixe molecular desempenhe um papel mais critico na
descoberta de leads devido maiores informacGes de estrutura disponiveis do lado experimental
e computacional.

A TBVS, também é conhecida como docking molecular, tem sido cada vez mais aplicada para
descobrir novos ligantes para um alvo de interesse no estagio inicial dos esforcos de
descoberta de medicamentos (Shen, 2020). Em particular, a abordagem de acoplamento
molecular é projetada para identificar pequenas moléculas complementares ao bolso de
ligagdo de ligante do alvo com uma estrutura 3D conhecida de uma grande biblioteca quimica.
As questdes criticas do acoplamento molecular incluem a geracdo de poses de ligacdo de
ligantes adequadas e a pontuacao e classificagdo de compostos com base nas afinidades de
ligacdo estimadas. Os acertos altamente classificados s3o entdo cuidadosamente
inspecionados, avaliados e submetidos a avaliagdo experimental (Bartuzi, 2017). Geralmente,
0 sucesso de uma campanha pratica de triagem virtual pode ser julgado pela taxa de
verdadeiros positivos de compostos testados experimentalmente, a novidade estrutural dos
compostos ativos identificados, a afinidade de ligacdo e as propriedades de semelhanga com
drogas. Artigos de revisao recentes destacaram os desenvolvimentos na metodologia de
acoplamento e areas relativamente estreitas de aplicagdes de acoplamento (Pinzi,2019).
Nesta revisdo, ndo tentamos fornecer um resumo exaustivo de todos os estudos relevantes
sobre o acoplamento de moléculas. A vantagem mais significativa do acoplamento molecular
é sua capacidade de identificar de forma eficaz e eficiente novos quimiotipos de uma grande
biblioteca quimica contra um alvo de interesse. Normalmente, novos quimiotipos nao
relacionados a ligantes previamente conhecidos para um determinado alvo podem conferir
novas consequéncias bioldgicas. Além disso, a diferenciacdo significativa de quimiotipos pode
fornecer propriedades Unicas para responder a perguntas adicionais que os ligantes
conhecidos ndao poderiam abordar em estudos biolégicos. Para entender melhor essa
vantagem da triagem de acoplamento, analisamos especificamente o desempenho do
acoplamento em relacdo a novos alvos e a novidade estrutural dos acertos de encaixe.
Prevemos que este trabalho oferecerd orientacGes valiosas para entender, avaliar e aplicar a
triagem de docking molecular em futuras aplicacoes praticas.
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FIGURA 1: Abordagens TBVS e LBVS. Autoria Bioinfo.

Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Modelagem e Quimica
Computacional (LMQC) da Universidade federal do Amapa utilizando o programa DocTor
para realizar o docking molecular para prever a melhor posicdo e orientacdo de um ligante em
relacdo a outra molécula, formando um complexo estavel. Os passos principais para realizar o
docking molecular sdo: 1)Obter as estruturas do receptor e do ligante. 2) Preparar as estruturas.
3) Realizar o docking. 4)Avaliar os resultados.

Para realizar o docking molecular, é necessario ter as estruturas tridimensionais do
receptor e do ligante em formato .pdb. Essas estruturas podem ser obtidas em bancos de dados
como o PDB ou 0 PubChem, ou a partir de modelagem. O AutoDock Vina € considerado um
dos melhores softwares para docking molecular, de acordo com a avaliacdo CAPRI (Critical
Assessment of PRedicted Interactions), mas é um programa pago.

O exemplo prético que teremos neste trabalho sera o estudo do cancer que é uma doenca
complexa e é caracterizado por um crescimento desordenado e descontrolado de células
anormais sofrendo um processo de proliferacdo no organismo, ver FIGURA 2. O céancer ja se
tornou um enorme problema de saude publica no mundo, 0 que ocasiona uma imensa carga
emocional e financeira em individuos, familias e sistemas de satde. Entre os diversos tipos de
canceres que acometem a humanidade, em particular os homens, destaque-se o cancer de
prostata (CaP). Este tipo de neoplasia é o segundo mais comum em homens no Brasil, ver
FIGURA 3. Uma das formas de tratamento do CaP € o uso de bloqueadores de receptores de
androgenos terapia hormonal, que tem por objetivo reduzir os niveis dos hormoénios masculinos
(testosterona), e assim, diminuir o desenvolvimento do tumor, pois séo esses hormonios que
alimentam as células do CaP. Porém, a resisténcia aos medicamentos disponiveis no mercado
pelas células tumorais € um fato recorrente, o que interfere diretamente na a¢do do farmaco.
Dai a necessidade de se buscar constantemente novos compostos candidatos a farmacos que
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sejam eficazes e superem 0s problemas apresentados pelas opcOes de tratamento atualmente
disponiveis.
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FIGURA 2: Autoria propria.

Homens Mulheres
Localizacdo Primana Casos % Localizacdo Primaria Casos %
Prastata 71.730 30,0 Mama feminina 73810 301
Colon e reto 21.970 9,2 Colon e reto 23660 97
Tragueia, brénguio e pulméo 18.020 7.5 Colo do Utero 17.010 7.0
Estémago 13.340 5,6 Tragueia, brénquio e pulmao 14 540 6,0
Cavidade oral 10.900 46 Glandula tirecide 14160 58
Esdfago 8200 3,4 Estémago 8.140 3,3
Bexiga 7870 3,3 Corpo do Utero 7.840 3,2
Laringe 6.570 27 Ovario 7.310 3,0
Linfoma de Hodgkin 6.420 27 Pancreas 5.690 23
Figado 6.390 27 Linformna ndo Hodgkin 5620 23

FIGURA 3: Dados do Ministério da Saude, Instituto do Cancer (INCA).

Resultados e Discussao

No presente trabalho, a molécula do CPA foi utilizada no programa ROCS como modelo
de comparacdo com cada uma das moléculas do banco de dados, a similaridade das moléculas
foi executada através da forma “Top2000/base”, o que gerou 4.000 estruturas. Este software
gerou os arquivos de entrada para o programa EON (BORGES et al., 2018; SILVA et al., 2019).

Para o estudo de docking molecular, foi utilizada a estrutura da proteina referente a
estrutura cristalina do dominio de ligag&o ao ligante mutante do receptor de andrégeno humano
T877A com acetato de ciproterona complexado (CPA), obtida no banco de dados Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/) com o codigo PDB: 20Z7 e resolucdo 1.8 A para organismo
Homo sapiens que sera o ligante de referéncia (BOHL et al, 2007). O software Discovery Studio
(PETTERSEN et al., 2004) foi utilizado para remover as moléculas de agua e demais residuos
que possam interferir na interacéo ligante-macromolécula.
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Formula Estrutural 2D (A) e 3D (B) do Acetato de Ciproterona (CPA).

As simulacdes de docking molecular foram realizadas através do servidor DockThor
(https://www.dockthor.Incc.br/v2/) (GUEDES et al., 2021), foi adicionado os hidrogénios nos
ligantes. As coordenadas usadas para 20Z7 serdo x = 26.9229, y = 1.3605 e z = 2.9661; elas
estdo baseadas em estudos relatados na literatura (BOHL et al., 2007; SILVA et al., 2018), de
acordo com a interacdo entre AR e seu ligante padrdo CPA. O programa realiza o docking
convencional, utilizando um algoritmo genético como funcdo de busca e o campo de forca
MMFF94 como funcdo de avaliacdo, com uma abordagem de docking em Grid. O tamanho da
caixa (Grid size) foi padronizado em 20x20x20 cm e discretizagdo 0,25. A precisdo do
algoritmo foi determinada pelos seguintes valores: Numero de avaliacBes (n= 1.000.000),
tamanho da populacdo (n= 750), ndmero de corridas (n=24) objetivando analisar as
conformac@es, as interacdes das moléculas com residuos de aminoacidos da proteina e a energia
de ligacéo.

Para o estudo de docking com relacdo ao CaP foi necessario a validagdo do protocolo
de DM utilizado nesse trabalho através do redocking, para ver se o software é capaz de predizer
corretamente a posicdo do ligante no sitio ativo da proteina. Esse processo consiste em
comparar a posicdo de um ligante cristalizado com a posi¢édo de um ligante ancorado ao sitio
ativo da mesma proteina. Ele foi realizado para comparacgéo, através da sobreposicao estrutural
entre a estrutura original, que contém a proteina (Receptor de Andrégeno) e o inibidor 2027,
com o resultado obtido na simulagéo de redocking através do servidor DockThor, ver FIGURA
4. Os parametros padrdo do algoritmo foram definidos da seguinte forma: (1) 24 corridas de
encaixe, (2) 1.000.000 avaliacdes por corrida de encaixe e (3) populacdo de 1.000 individuos.
A gqualidade da pontuacdo de docking proteina- ligando foi avaliada com base no Root Mean
Square Deviation (RMSD) entre a melhor pontuacdo da pose de docking e 0 modo de ligacéo
experimental do ligando de cristal (SANTOS et al., 2020; GUEDES et al., 2021). O valor de
RMSD entre as poses, que sdo as conformacBes adquiridas pela molécula, de menor energia
pode ser utilizado como método de validacdo ao comparar com a pose modelo de cristalografia
ja existente (RAMOS et al., 2022). Os resultados obtidos da validacdo do docking molecular
foram considerados satisfatorios, em que as posicdes relativas do ligante cristalografico e do
ligante ancorado foram semelhantes (FIGURA 4). O RMSD obtido no processo de redocking
da melhor posicéo foi de 0,487 A, validando o protocolo (RAMIREZ; CABALLERO, 2018).
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FIGURA 4: Simulacéo de redocking através do servidor DockThor.
Validagéo do protocolo do docking molecular: comparagéao entre oligante
cristalogréfico (verde) e a melhor conformacéo resultante da simulagao
computacional (vermelho).

RMSD 0,487 A

Conclusdes

Através deste trabalho percebemos com base em nossas pesquisas que a maioria dos
estudos de triagem de docking se concentrou em alvos precedentes, com poucos casos visando
novos alvos, incluindo alvos antimicrobianos e de proteinas humanas. Em relacéo ao estudo de
docking da molécula pivo, ela apresentou uma afinidade de ligacdo de -10.827 kcal.mol-1 com
o receptor de androgeno interagindo com dois residuos de aminoacidos - ASN705, ARG752 -
através das ligacOes de hidrogénio. As ligacdes de hidrogénio sdo de grande importancia para
estabilidade do ligante na proteina tendo papel importante na sua afinidade de ligacdo (LU et
al., 2005; MUHAMMAD et al., 2021). Também ocorrem interagdes do tipo aquil, m-alquil e
van der Walls que interagem de forma hidrofdbica, ver FIGURA 5.

FIGURA 5: Interacéo da molécula pivé com o AR, interacdes (A) 2D e (B) 3D.
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Com relacéo a cada uma das moléculas do banco de dados, a similaridade das moléculas
que foi executada através da forma “Top2000/base”, o que gerou 4.000 estruturas. A efeito de
demonstracdo pegamos somente uma das principais moléculas e fizemos o estudo de docking
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molecular aqui representadas No entanto, apesar da auséncia de avaliagbes experimentais
abrangentes, a maioria dos acertos identificados mostrou novidades estruturais promissoras.

O melhor valor de afinidade de ligagdo ocorreu para a molécula abaixo obtendo valores
de -10.850 kcal.mol-1, superior a molécula pivo, porém para esse ligante ocorreu apenas uma
ligacdo de hidrogénio do oxigénio da carbonila com o residuo ARG752(FIGURA 6). As
demais intera¢fes sdo hidrofobicas do tipo aquil, m-alquil e van der Walls. Essas interacdes
representam uma similaridade de 87,5% com a molécula pivd, demonstrando um resultado
bastante satisfatorio.

FIGURA 6 — Representacdo de interaces em (A) 2D e (B) 3D obtido por meio de
docking molecular.
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