PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE INFORMATICA N
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DA COMPUTACAO

TRIAGEM VIRTUAL EM BANCO DE
DADOS DE LIGANTES
_.CONSIDERANDO PROPRIEDADES
FISICO-QUIMICAS DE UM MODELO DE
RECEPTOR TOTALMENTE FLEXIVEL

CHRISTIAN VAHL QUEVEDO

Tese apresentada como requisito parcial
a obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncia da Computacdo na Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do
Sul.

Orientador: Prof. Dr. Duncan Dubugras Alcoba Ruiz
Co-Orientador: Prof. Dr. Osmar Norberto de Souza

Porto Alegre
2016






Ficha Catalografica

Q5 t Quevedo, Christian Vahl

Triagem Virtual em Banco de Dados de Ligantes Considerando Propriedades

Fisico-quimicas de um Modelo de Receptor Totalmente Flexivel / Christian
Vahl Quevedo . — 2016.

161 £

Tese (Doutorado) — Programa de Pos-Graduagao em Ciéncia da
Computacao, PUCRS.

Orientador: Prof. Dr. Duncan Dubugras Alcoba Ruiz.
Co-orientador: Prof. Dr. Osmar Norberto de Souza.

1. Planejamento Racional de Farmacos. 2. triagem virtual baseada em estrutura. 3.
modelo de receptor totalmente flexivel. 4. docagem molecular. 5. selecao de

ligantes. I. Ruiz, Duncan Dubugras Alcoba. II. Norberto de Souza, Osmar. IIL.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da PUCRS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).







e - Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul

1 ' - FACULDADE DE INFORMATICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DA COMPUTACAO

TERMO DE APRESENTACAO DE TESE DE DOUTORADO

Tese intitulada “Triagem Virtual em Banco de Dados de Ligantes Considerando
Propriedades Fisico-quimicas de um Modelo de Receptor Totalmente Flexivel”
apresentada por Christian Vahl Quevedo como parte dos requisitos para obtenc&o do
grau de Doutor em Ciéncia da Computa\;ao aprovada em 21 de janeiro de 2016 pela
Comlssaﬁr Exarﬁlnadora

| /D S

| [ ,f.»‘
A / z{ffl

Prof. Dr. Duncambﬁ@rafﬁl’ oba Ruiz~ PPGCC/PUCRS
Onentador —— /j/
-~ _/- ,' y -
/ ¥ } / l
[ M (b5 Ll
Prof. J?J'r Osmar Norbertpr”ae Souza - PPGCC/PUCRS

Cobrientador

-

/Z// "Mﬂ»/wf;#f a’a%

Prof. Dr. Marcio Porto Basgalupp’™- PPGCC/UNIFESP

Prof. Dr. Felipe Rech Meneguzzi - PPGCC/PUCRS

| 1.- "
; 0 \ Vo
'.-““'-.'Juj / Wng n‘m& { ﬂJ/J L‘V\N\\

Prof. Dr. Laurent Emmanuel Dardenne - PPGMC/LNCC
Homologada emiﬂ’/@i!‘fwt:’L conforme Ata No. OOi pela Comissao
Coordenadora.

Prof. Dr. Luiz Gustavo Leao Fernandes
Coordenador.

Campus Central
Av. Ipiranga, 6681 — P. 32 - sala 507 — CEP: 90619-300

PROGRAME DE 2 33 = 13
Pl l(: B R e Bl Fone: (51) 3320-3611 - Fax (51) 3320-3621
CIENCIA DA COMPUTAGAO  E-mail: ppgcc@pucrs.br






AGRADECIMENTOS

O desenvolvimento deste trabalho foi o maior desafio da minha carreira. Muitas
pessoas colaboraram para que este objetivo se tornasse realidade. E com extrema satis-
facdo que dedico este espaco para expressar o meu mais profundo agradecimento a estas
pessoas.

Comeco agradecendo a minha familia, pois sempre foram uma base sdlida nos
momentos dificeis. Agradeco primeiramente aos meus pais, que abriram m&o de muita
coisa para me proporcionar a chance de estudar em um local adequado. Agradeco também
a minha esposa Andréia pela cumplicidade e apoio neste tempo de auséncia. As dificulda-
des que soubemos enfrentar juntos serdo o alicerce da nossa propria familia.

Também preciso agradecer especialmente a trés familias que foram essenciais ao
longo da minha jornada: Nadia e Claudio, Marisol e Fernando e meus padrinhos Ivone
e Leci. Sem o apoio delas, certamente eu nao teria conseguido. Especialmente meus
padrinhos, que cuidaram de mim por mais de 8 anos como um filho.

Quando terminei a minha graduacgéao tinha duas oportunidades de afazer o mes-
trado: UFRGS e PUCRS. Resolvi seguir os conselhos do Rodrigo e optei pela PUCRS.
Sempre fiquei com o pensamento se realmente tinha feito a escolha certa, pois na UFRGS
havia uma segurang¢a maior com relacéo a bolsa.

Agradecgo ao Prof. Duncan e ao Prof. Osmar pela oportunidade de crescimento
profissional e pelas pacienciosas e esclarecedoras orientacdes.

Por fim, agradeco a PUCRS por proporcionar este ambiente enriquecedor. Poucos
sa0 0s pesquisadores neste pais que tem a sua disposicdo uma infraestrutura de pesquisa
como a da PUCRS. Agradeco imensamente a CAPES, a FAPERGS e ao Projeto Internaci-
onal Marie Curie pelo financiamento dos meus estudos.






TRIAGEM VIRTUAL EM BANCO DE DADOS DE LIGANTES
CONSIDERANDO PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE UM MODELO
DE RECEPTOR TOTALMENTE FLEXIVEL

RESUMO

Modelos farmacoféricos tém sido amplamente utilizados no processo de triagem
virtual de ligantes, permitindo selecionar ligantes que contenham as propriedades fisico-
guimicas essenciais em um arrranjo espacial adequado. Essas propriedades sao obtidas
a partir da avaliagdo das intera¢des similares identificadas de complexos receptor-ligante
conhecidos. Atualmente, esses modelos farmacoféricos baseados em ligantes sdo depen-
dentes das caracteristicas fisico-quimicas presentes nos complexos receptor-ligante conhe-
cidos. Desta forma, o modelo farmacoférico gerado pode negligenciar as proteinas que néao
possuem ligantes complexados conhecidos e cujas propriedades fisico-quimicas nao es-
tabelecem interacdo nos complexos avaliados. Ou seja, regides dentro da cavidade que
nao interagem com o conjunto de ligantes geradores do modelo farmacoférico e que podem
permitir a interagéo de ligantes estruturalmente diferentes n&o estéo incluidas nessa busca
seletiva. Além disso, diversos autores tém mostrado que nao considerar a flexibilidade da
proteina no processo de selecdo de candidatos a farmacos acaba limitando significativa-
mente a precisdo dos resultados. Assim, esta tese apresenta um novo método para realizar
uma triagem virtual de ligantes baseada na avaliacdo das propriedades fisico-quimicas 3D
da cavidade de ligagdo do substrato, e sem a presencga de ligantes complexados, de es-
truturas representativas de um modelo de Receptor Totalmente Flexivel (FFR). O resultado
desse método permite identificar modelos farmacoféricos 3D de regides flexiveis que po-
dem n&o ser obtidos de modelos desenvolvidos apenas a partir de estruturas cristalinas de
complexos receptor-ligante. Uma lista de hipdteses farmacoféricas é proposta para seleci-
onar um conjunto de ligantes do banco de dados ZINC. Testes da eficacia desse método
foram baseados em experimentos de cross docking com um modelo de FFR de 19,5 ns da
enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis. Os experimentos de docagem molecular com
o conjunto de ligantes selecionado mostraram que 95,0% desse conjunto obtiveram valores
negativos de FEB, sendo 20,6% desses valores melhores que os valores de FEB obtidos
com experimentos de docagem com a estrutura cristalina que gerou o modelo avaliado.
Esses resultados promissores comprovam que o método desenvolvido tem condi¢des de
ser uma importante ferramenta de apoio aos pesquisadores na busca por novos candidatos
a farmacos, acelerando o processo de selecdo dos possiveis candidatos a serem testa-
dos com modelos FFR de moléculas alvo. O método apresentado também fornece uma
6tima forma de avaliar o modelo FFR empregado, possibilitando ao especialista de dominio
identificar se as regides obtidas sdo realmente acessiveis na proteina investigada.



Palavras-Chave: planejamento racional de farmacos, triagem virtual baseada em estru-
tura, modelo de receptor totalmente flexivel, docagem molecular, selegéao de ligantes.



VIRTUAL SCREENING IN LIGAND DATABASES CONSIDERING
PHISICAL-CHEMICAL PROPERTIES OF A FULLY-FLEXIBLE
RECEPTOR MODEL

ABSTRACT

Pharmacophore models have been widely used in the virtual screening, allowing
to select ligands that containing the spatial arrangement of essential physico-chemical prop-
erties. These properties are obtained from the evaluation of similar interactions identified
in known receptor-ligand complexes. Currently, these pharmacophore models based on lig-
ands are dependent on the physicochemical characteristics present in the known receptor-
ligand complex. Thus, the pharmacophore model generated can overlook the proteins that
have no known ligands complexed and whose physical and chemical properties do not es-
tablish interaction in the evaluated complex. That is, regions in the cavity that do not interact
with ligands that generate the pharmacophore model and that may allow the interaction of
structurally diverse ligands are not included in the selective search. Furthermore, several
authors have shown that not taking the protein’s flexibility into account during the selection
of drug candidates limits the result’'s accuracy significantly. Thus, this thesis presents a
new method for performing a virtual screening of ligands based on the evaluation of the 3D
physico-chemical properties of the substrate binding pocket, and without the presence of
complexed ligands, of representative structures of a Fully-Flexible Receptor (FFR) model.
This method allows identifying 3D pharmacophoric models of flexible regions, which cannot
be obtained from 3D pharmacophore models developed only from crystal structures of the
ligand-receptor complex. A list of pharmacophoric hypothesis is proposed to select a set
of ligands ZINC DB. Tests of this method’s efficacy were based on cross-docking experi-
ments with the FFR model of 19.5 ns of the InhA enzyme from Mycobacterium tuberculosis.
Molecular docking experiments with selected ligands showed that 95.0% of this group were
negative values FEB, with 20.6% of these values that the best values obtained with FEB
docking experiments with the crystalline structure that generated the rated model. These
promising results show that the developed method may be an important support tool for
researchers in the search for new drug candidates, accelerating the selection of possible
candidates to be tested with FFR models of target molecules. The method presented also
provides a great way to evaluate FFR models, enabling the domain expert to identify whether
the obtained regions are really accessible in the investigated protein.

Keywords: rational drug design, structure-based virtual screening, fully-flexible receptor
model, molecular docking, ligand selection.
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1. Introducao

Nesta ultima década, o uso de técnicas de triagem virtual baseadas em estrutura
para o descobrimento de novos farmacos tem alcancado resultados promissores. Assim,
essas técnicas vém sendo amplamente utilizadas, embora ainda se encontrem em um es-
tado de aprimoramento [Yur14]. Diversos métodos tém sido propostos com o objetivo de re-
duzir custos e o tempo necessario para o desenvolvimento de novos farmacos. No entanto,
0 processo necessario até a aprovagao de uma nova droga continua demorado, podendo
durar de 10 a 15 anos [Cas07, PMD*10], com um custo de, aproximadamente, 1,8 bilhao
de délares [PMD*10]. Esses fatores motivam o desenvolvimento de solugcdes alternativas
para otimizar os métodos existentes.

Atualmente, existem diversos fatores que podem influenciar a qualidade dos re-
sultados do conjunto de candidatos a solugdo de uma proteina alvo como: a simulacao da
flexibilidade da proteina, a quantidade de pequenas moléculas a serem testadas, a correta
predicdo da estrutura, a fungcdo de pontuacgéo para calcular a interacdo entre o complexo
receptor-ligante e a busca exaustiva para encontrar a melhor orientacdo do ligante den-
tro do sitio ativo [Mac06, SBBW12]. Dessa forma, os métodos desenvolvidos necessitam
encontrar um equilibrio entre o ganho proporcionado pela aplicagéo e o tempo despendido.

Apesar de a reducao do tempo ser um dos objetivos, limitar a flexibilidade da pro-
teina no processo de selecao de candidatos a farmacos pode reduzir significativamente a
precisdo dos métodos de docagem molecular e, por consequéncia, restringir o conjunto de
candidatos a solugdo [BR02, TAO8]. Uma forma de contornar esse problema é a utiliza-
cao da simulacao da flexibilidade da proteina por Dinamica Molecular (DM). A simulacao
por DM é uma abordagem que fornece informagdes sobre o comportamento dindmico da
estrutura e da fungdo de macromoléculas biolégicas em fungdo do tempo [ABG06, KM02].
Uma tipica simulagéo por DM pode gerar acima de 10* conformagdes para explorar o es-
paco conformacional de uma proteina. A simulagao captura os movimentos individuais das
particulas em funcéo do tempo [KM02]. Esse conjunto de conformacdes, derivado de uma
trajetéria de DM, € denominado modelo de Receptor Totalmente Flexivel (FFR - do inglés
Fully-Flexible Receptor) MWRNdAS11]. Esse modelo visa representar um conjunto de mi-
croestados capaz de contemplar a flexibilidade total de uma proteina.

Embora essa abordagem possibilite maiores oportunidades para a descoberta de
candidatos a farmaco, ela também torna o processo de avaliagdo mais demorado [ABGO06].
Normalmente, esses modelos FFR sao utilizados por programas de docagem molecular
para analisar a interacao de cada pequena molécula armazenada nos Bancos de Dados
(BD) de ligantes. Em cada avaliagao do complexo receptor-ligante, o programa de doca-
gem molecular simula parte da flexibilidade do ligante buscando encontrar a melhor confor-
macao e orientacdo dentro da cavidade do receptor. Nesse tipo de avaliacdo, o programa
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de docagem molecular simula a flexibilidade do ligante enquanto o modelo FFR simula a
flexibilidade do receptor. O conjunto de ligantes a serem testados podem ser obtidos de BD
de ligantes.

Atualmente, existem diversos BD de ligantes de acesso publico disponibilizando
acima de 10° estruturas. Um exemplo desses BD é o ZINC [ISM*12], cujo nimero de es-
truturas comercialmente disponibilizadas € superior a 20 milhées. Portanto, o alto custo
computacional na utilizagdo de simulacées de DM para identificar possiveis ligantes candi-
datos através de experimentos de docagem molecular com os ligantes dos BD pode tornar
a tarefa inviavel. Por essa razédo, abordagens novas e promissoras para reduzir a dimensi-
onalidade de experimentos de cross-docking sem perda de informacdes devem ser investi-
gadas [AL10].

1.1 Caracterizacao do problema

Um dos principais desafios da triagem virtual é conseguir manipular a grande
quantidade de estruturas disponibilizadas de forma a permitir a selecao de candidatos a
solucdo em um periodo aceitavel de tempo [Yur14]. Esse problema pode ser separado
em duas categorias: uma visando reduzir a quantidade de conformagdes do modelo FFR
sem impactar drasticamente na perda de movimentos flexiveis importantes e, outra, selecio-
nando de forma eficaz um conjunto de ligantes promissores de acordo com as propriedades
do modelo FFR, sem a obrigatoriedade da existéncia de ligantes ja cristalizados na cavi-
dade de ligagédo do substrato.

1.1.1 Selecao de estruturas representativas de um modelo FFR

A exploracdo da flexibilidade de uma proteina possibilita a andlise de diferentes
funcoes biologicas [MSWNO2]. Naturalmente, essa elevada quantidade de conformacdes
de um receptor também proporciona um aumento na quantidade de estruturas similares.
A técnica de agrupamento é bastante utilizada para reduzir o numero de estruturas do re-
ceptor a serem avaliadas, gerando um conjunto de estruturas representativas. Diferentes
metodologias sao utilizadas para agrupar estruturas de proteinas. Essas metodologias po-
dem variar o algoritmo de agrupamento, 0 numero de grupos e a métrica de similaridade a
ser usada.

Quando as estruturas 3D das proteinas sao conhecidas, as medidas de similari-
dade estrutural sao frequentemente escolhidas como comparativo para avaliar o grau de
semelhanca entre duas proteinas, devido a precisao dos resultados gerados [SP04]. Essas
medidas sao tipicamente baseadas no pareamento das coordenadas atémicas de diferen-
tes conformacdes.
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Em anos recentes, diversos trabalhos foram desenvolvidos baseando-se somente
na informacao estrutural fornecida pela raiz quadrada dos desvios médios quadraticos
(RMSD - do inglés Root Mean Square Deviation) para definir o conjunto de estruturas repre-
sentativas [PMF*09, FPSB11, ABE*13, DABR*13]. No entanto, qguando existe o interesse
em uma regiao especifica da proteina, por exemplo, a cavidade de ligacao do substrato, a
utilizacdo dessa métrica ndo se mostra adequada [CLP11]. Uma analise qualitativa eviden-
cia que o RMSD possui limitagdes geométricas que o tornam incapaz de distinguir confor-
magbes com regides flexiveis.

Para ilustrar essa questao, a Figura 1.1 apresenta uma comparagédo entre duas
proteinas obtidas de um modelo FFR de 19,5 ns da enzima InhA de Mycobacterium tuber-
culosis (Mtb). Essas estruturas foram selecionadas por conter o mesmo valor de RMSD,
seja pela estrutura do Ca ou pela estrutura do backbone (N, Ca, C, and O). Analisando
a Figura 1.1 é possivel notar que ambas estruturas apresentam sitios de ligagéo diferen-
tes. No entanto, essas estruturas sdo consideradas idénticas conforme o valor apresentado
pela métrica do RMSD. Assim, um processo tipico de agrupamento considerando somente
os valores do RMSD certamente selecionaria essas estruturas dentro da mesma parti¢ao.

B —

Figura 1.1 — Representagao de conformagbes da InhA contendo o mesmo valor de RMSD
(1,14 A para o Ca e o backbone (N, Ca, C e O)) e que apresentam diferentes regides da
cavidade de ligagdo do substrato. Ambas as estruturas foram obtidas de um modelo FFR
de 19,5 ns da enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis [GCNdS07]. A estrutura da InhA
esta representada no diagrama de fitas na cor cinza e a cavidade de ligagdo do substrato
esta representada por esferas de van der Waals. (a) Em verde, a cavidade de ligagao do
substrato da conformacédo 1.903 ps com um volume 515,9 A3 (b) Em amarelo, a cavidade
de ligacdo do substrato conformacéo 1.970 ps com um volume 1.242,0 A3.
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A Figura 1.1 exemplifica claramente um dos problemas que ocorrem em técnicas
gue se baseiam na selecao de estruturas representativas considerando apenas o RMSD
como métrica. Esse problema ocorre devido as restricdes geométricas da férmula do
RMSD, que utiliza como base as distancias pareadas dos atomos da proteina. A utilizacédo
somente das distancias torna possivel que diferentes arranjos espaciais possuam 0 mesmo
valor de RMSD. Ou seja, uma simulagdo de DM pode conter diversas conformacées com
o mesmo valor de RMSD e essas estruturas projetarem sitios de ligagéo distintos. Além
disso, outro problema constatado é que essa métrica pode apresentar diferentes resultados
de acordo com o tipo de alinhamento aplicado nas estruturas comparadas. Isso pode ocor-
rer devido as mudangas do posicionamento atdémico, influenciando diretamente nos valores
das distancias calculadas pela formula do RMSD.

1.1.2  Triagem virtual baseada na estrutura do receptor considerando um conjunto de
estruturas representativas de um modelo FFR

Nas ultimas duas décadas, diferentes abordagens tém sido desenvolvidas bus-
cando encontrar métodos in silico eficazes para selecionar bons candidatos a farmacos
para testes in vitro de forma rapida. Uma solucédo, complementar a apresentada na Secao
1.1.1, para reduzir esse problema é a realizagcdo de uma completa varredura em BD de
ligantes para eliminar estruturas ndo promissoras conforme as caracteristicas da proteina
antes de aplicar os experimentos de docagem molecular [Was08]. Modelos farmacoféricos
3D tém sido utilizados para realizar a reducado da dimensionalidade, selecionando ligan-
tes que contenham o arranjo espacial de propriedades fisico-quimicas essenciais [LB12].
Essas propriedades essenciais sdo definidas a partir da avaliagdo das interagbes similares
identificadas de complexos receptor-ligante conhecidos [LGLT10]. Dessa forma, os modelos
farmacoféricos baseados em ligantes sédo dependentes das caracteristicas fisico-quimicas
presentes nos complexos receptor-ligante conhecidos. Esses modelos podem negligenciar
ligantes promissores em proteinas que possuem regides que nao estabelecem interacdes
com 0s complexos avaliados ou simplesmente ndao possuem ligantes complexados conhe-
cidos [HL13]. Ou seja, as regides dentro da cavidade, que n&o interagem com o conjunto de
ligantes geradores do modelo farmacoférico e que podem permitir a interacao de ligantes
estruturalmente diferentes, ndo sdo contempladas nessa busca seletiva.

Pesquisas recentes tém explorado as propriedades da cavidade de ligagdo do
substrato da proteina para gerar modelos farmacoféricos baseados na proteina, sem consi-
derar as informacoes de ligantes complexados [TCM+*08, HL12, HL13]. Tintori e colabora-
dores [TCM*08] apresentaram um estudo combinando diferentes abordagens, gerando um
protocolo de multiplos passos para auxiliar na geracao e na aplicabilidade de modelos far-
macoforicos 3D. O primeiro passo calcula o Campo de Interagcdo Molecular (MIF - do inglés
Molecular Interaction Fields) de cada estrutura utilizando diferentes sondas quimicas. De-
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pois, para reduzir o escopo, aplicam um filtro para identificar as regides que apresentam as
menores interacdes de energia. O segundo passo converte os pontos gerados em caracte-
risticas farmacoféricas para que, no terceiro passo, essas caracteristicas sejam refinadas.
A limitacao desse trabalho é que o método proposto ndo permite a exploracdo de muitas es-
truturas devido ao tempo necessario para processar as informagdes da proteina. O estudo
de caso apresentado considerou um modelo flexivel contendo apenas 6 conformacdes.

Hu e Lill [HL12] descreveram um método para reduzir a quantidade de caracteris-
ticas farmacoféricas utilizando as informacdes da energia liberada por moléculas de agua
dentro da cavidade de ligagdo do substrato. O estudo de caso foi realizado com uma DM
contendo 1.000 conformacdes. ApOs aplicar técnicas de agrupamento, a construcdo do
modelo farmacoférico foi aplicada em apenas 3 estruturas. Posteriormente, esses mes-
mos autores descreveram um estudo comparando a acuracia de modelos farmacoforicos
baseados somente na estrutura da proteina com modelos farmacofoéricos gerados a partir
dos contatos de um conjunto de 190 complexos receptor-ligante determinados experimen-
talmente [HL13]. Na avaliacdo deles, um processo de otimizacao foi aplicado devido ao
tamanho da cavidade e, mesmo apés a redugédo da complexidade, os modelos farmacoféri-
cos baseados somente na estrutura da proteina foram capazes de identificar acima de 95%
dos contatos existentes entre os complexos receptor-ligante experimentalmente conheci-
dos. Além disso, foram identificados sitios de ligagdo nédo reconhecidos pelos modelos
farmacoféricos baseados nos contatos entre os complexos receptor-ligante, corroborando a
importancia de avaliagdes mais abrangentes da cavidade alvo. A principal limitagdo desse
trabalho esta no fato de o método utilizar apenas dois tipos de farmacdéforos dos tradicionais
5 e 6 normalmente utilizados na literatura.

Diversos casos na literatura tém confirmado que estratégias que consideram sis-
temas flexiveis obtém melhores resultados na identificacdo de novos candidatos a farma-
cos [ABGO06, TA08]. Trabalhos recentes tém utilizado trajetérias de DM para definir um
conjunto de hipo6teses farmacoféricas. No entanto, todos os trabalhos encontrados até o
momento aplicam reducdes de dimensao bastante expressivas, reduzindo as simulagdes
a conjuntos com ndo mais que 10 estruturas. Essa quantidade néo representa 0,1% das
simulacdes de flexibilidade obtidas atualmente. Portanto, os métodos descritos nesta secao
nao se mostram adequados devido aos cortes expressivos da flexibilidade da proteina.

1.2 Objetivos e principais contribuicoes

Apesar dos esforgos de diversos pesquisadores, grande parte dos modelos farma-
coféricos baseados somente na estrutura da proteina tem utilizado apenas as informacdes
de estruturas experimentais, reduzindo as possibilidades de uma selecéo de ligantes alter-
nativos aos ja conhecidos por ndo considerar a flexibilidade da proteina alvo. Isso significa
gue as avaliagdes realizadas somente com estruturas cristalinas e/ou poucas estruturas de
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um modelo FFR n&o contemplam o conjunto completo de solu¢des possiveis. Assim, evi-
denciar regides alternativas as encontradas pelos métodos que utilizam estruturas “rigidas”
constitui uma estratégia muito promissora.

Diferentemente das pesquisas abordadas na secao 1.1.2, o objetivo desta tese é
o de apresentar um novo método para identificar um conjunto de hipéteses farmacoféri-
cas alternativas de um modelo totalmente flexivel, possibilitando a exploracédo das regides
acessiveis ndo contempladas por estruturas cristalinas depositadas no sitio do PDB. Es-
sas hipbteses, obtidas da avaliacao das propriedades fisico-quimicas 3D da cavidade de
ligacdo do substrato de um modelo FFR sem a informagédo de complexos receptor-ligante
experimentalmente conhecidos, sdo entdo empregadas na triagem virtual de estruturas 3D
de ligantes.

Como contribuigcdo desta pesquisa, espera-se que o método desenvolvido seja
uma importante ferramenta de apoio aos pesquisadores, auxiliando na busca de novos
candidatos a farmacos que possuam algumas caracteristicas fisico-quimicas diferente dos
ligantes ja cristalizados e que sejam propicias ao encaixe no receptor. Assim, este método
deve contribuir na aceleracao do processo de selegdo dos possiveis candidatos a serem
testados com modelos FFR de moléculas alvo. As propriedades elencadas também forne-
cem uma 6tima forma para avaliar o modelo FFR gerado, possibilitando ao especialista de
dominio identificar se as regides obtidas sao realmente acessiveis na proteina investigada.

1.2.1 Objetivos especificos

» Realizar uma analise detalhada das estruturas cristalinas da enzima InhA de Myco-
bacterium tuberculosis (Mtb) disponibilizadas no sitio Protein Data Bank (PDB). Essa
enzima foi usada como o estudo de caso desta tese.

« |dentificar a cavidade de ligagao do substrato contemplando as variagdes estruturais
de cada conformag¢ao de um modelo FFR, armazenando as suas informacdes descri-
tivas, tais como o volume e os adtomos que compdem a superficie da area acessivel ao
solvente. Neste trabalho, um modelo FFR de 19,5 ns da enzima InhA de Mtb € usado
como estudo de caso.

» Desenvolver e aplicar técnicas de agrupamento as conformagdes do modelo FFR con-
siderando o valor do RMSD em conjunto com outras propriedades da cavidade de
ligacdo do substrato. Esse estudo busca identificar se outras propriedades como o
volume e a presenca de residuos importantes na fronteira da cavidade de ligacédo do
substrato sao suficientes para propiciar particoes mais homogéneas que as particoes
formadas a partir de métricas como o RMSD. Nesta tese, trés estudos de agrupamento
séo apresentados.
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» Construir um amplo conjunto de hip6teses farmacoféricas 3D baseado nas caracte-

risticas fisico-quimicas da estrutura 3D do receptor InhA de Mtb a partir do conjunto
de estruturas similares identificadas pelo agrupamento das propriedades da cavidade.
As regides nao contempladas por estruturas cristalinas sao destacadas com o raio de
interacdo que altera conforme a sua frequéncia em cada grupo. As propriedades co-
muns as estruturas cristalinas recebem um raio reduzido (0,2 A), conforme pode ser
visto na secéo 6.4.2.

Executar experimentos de docagem molecular, com o programa AutoDock 4 [MHL*09],
com os 20 ligantes selecionados pelas hipéteses farmacoforicas 3D. A selecao de
compostos capazes de propiciar bons resultados da estimativa da energia livre de
ligacdo (FEB - do inglés Free Energy of Binding) com o modelo FFR e nao contempla-
dos pelas estruturas cristalinas demonstram a relevancia desta tese.

Organizacao deste trabalho

Esta tese esta organizada em 8 capitulos:

Capitulo 2 - Fundamentacao tedrica: Esse capitulo apresenta conceitos fundamentais
necessarios a um melhor entendimento desta tese, destacando as principais caracte-
risticas dos métodos de triagem virtual baseada em estrutura e sobre as técnicas de
agrupamento utilizadas na redug¢ao de modelos FFR.

Capitulo 3 - Proteina investigada- enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis (Mtb):
Esse capitulo descreve a motivagao social e as principais propriedades da enzima
InhA de Mib, definida como o estudo de caso desta tese. E apresentado um conjunto
de estudos que descrevem importantes caracteristicas fisico-quimicas das interacoes
entre 20 pequenas moléculas candidatas a farmaco e a proteina InhA de Mib.

Capitulo 4 - Experimentos de docagem molecular com as estruturas cristalinas da
InhA de Mtb presentes no Protein Data Bank e com o modelo FFR: Esse capitulo
fornece detalhes de um novo conjunto de experimentos de docagem molecular rea-
lizados entre essas pequenas moléculas cristalizadas com as proteinas da InhA e o
modelo FFR de 19,5 ns. Essas avaliacbes buscam um melhor entendimento da flexi-
bilidade avaliando como sao as interacdes in silico entre complexo receptor-ligante de
estruturas bem conhecidas in vivo.

Capitulo 5 - Selecédo de estruturas representativas: Aplicacdo de técnicas de agru-
pamento considerando o valor do RMSD em conjunto com outras propriedades da
cavidade de ligacdo do substrato. Esse capitulo descreve trés métodos para particio-
nar as conformagdes de DM baseado em um conjunto de propriedades da cavidade
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de ligacao do substrato. Cada método descrito apresenta uma avaliagdo das particoes
encontradas e o quanto reduziram a dimensionalidade do modelo FFR da enzima se-
lecionada como o estudo de caso. As particbes formadas a partir das propriedades
fisico-quimicas da cavidade alvo utilizando farmacéforos de 3 pontos apresentaram a
selecao de estruturas representativas mais especificas, possibilitando agrupamentos
mais adequados em uma menor quantidade de tempo.

Capitulo 6 - Algoritmo para a determinacédo de modelos farmacoféricos 3D baseado
nas caracteristicas fisico-quimicas da estrutura 3D de regides inacessiveis por es-
truturas cristalinas do receptor InhA de Mitb: Nesse capitulo, as propriedades far-
macoféricas 3D da cavidade de ligacao do substrato das estruturas representativas
das particbes formadas no Capitulo 5 sdo avaliadas. Cada particdo possui um peso
determinado pela quantidade de conformacdes agrupadas. Cada propriedade farma-
coférica ja existente na estrutura cristalina é expressa com pequenas esferas de van
der Waals, enquanto que propriedades farmacoféricas de regides inacessiveis por es-
truturas cristalinas possuem raios de acordo com a frequéncia de cada propriedade.
Essa marcacao evidencia para o pesquisador quais propriedades farmacoféricas 3D
encontradas sao devidas a consideracao da flexibilidade do modelo FFR.

Capitulo 7 - Trabalhos relacionados: Nesse capitulo, um conjunto de trabalhos ja pu-
blicados e relevantes para esta pesquisa sdo apresentados, relacionando suas contri-
buicdes com o conteudo descrito desta tese.

Capitulo 8 - Consideracoes finais: Esse capitulo apresenta as consideragdes finais
desta pesquisa, citando as principais contribuigdes e limitacbes. Também apresenta
um conjunto de oportunidades nao solucionadas por este trabalho. Por fim, descreve
as principais publicagdes deste trabalho.
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2. Referencial tedrico

Este Capitulo descreve conceitos fundamentais para o melhor entendimento desta
tese. A primeira secéo descreve as principais etapas do Planejamento Racional de Farma-
cos. A segunda secao apresenta o método da docagem molecular, cujo objetivo é identificar
a orientacao e a estrutura conformacional que apresenta a melhor interagdo com a cavidade
de ligacao do receptor. A terceira secao caracteriza o método utilizado neste trabalho para
se considerar a flexibilidade da proteina, elencando suas vantagens e desvantagens. A
quarta sec¢ao aborda os principais métodos de agrupamento de conformacdes e descreve
importantes medidas de validacao de particdes de métodos ndo supervisionados. A quinta
secao descreve os principais BD de pequenas moléculas publicos, elencando as suas pro-
priedades. A sexta secao apresenta os recentes avancos dos métodos de Triagem Virtual
baseados na estrutura. Por fim, a Ultima secédo apresenta as consideragdes finais deste
Capitulo.

2.1 Planejamento racional de farmacos

No inicio do século XX, a busca por novos farmacos empregava metodologias
baseadas no uso de testes in vitro de maneira aleatéria, resultando em um processo caro
e lento. Evidentemente, esse tipo de pesquisa ndo apresentava uma relagdo de custo-
beneficio adequada aos interesses das empresas farmacéuticas [PMD*10]. Com o avango
da ciéncia, passou-se a investir em procedimentos mais I6gicos, método conhecido como
Planejamento Racional de Farmacos (RDD - do inglés Rational Drug Design) [Kun92].

O RDD é definido como um estudo que trata do reconhecimento de moléculas
capazes de ter afinidade com determinados receptores e baseia-se na interacdo molecu-
lar entre ligantes e suas proteinas-alvo [LR96]. Esses métodos in silico podem alterar as
propriedades conformacionais das proteinas e ligantes de modo a ampliar a busca pelas
melhores interagbes, antes da aplicacdo de testes in vitro, 0 que torna essa busca mais
eficaz. O RDD consiste em 4 etapas [Kun92]:

» Etapa 1: Identificar a doenca a ser tratada e isolar um alvo especifico, determinando
essa proteina como o receptor a ser tratado. Um especialista de dominio realiza uma
andlise da estrutura 3D desse receptor, determinando a cavidade alvo cuja ocorréncia
de interagao com ligantes se deseja investigar.

» Etapa 2: Selecionar um conjunto de ligantes que apresentem interacdes favoraveis
do complexo receptor-ligante considerando a cavidade alvo identificada na etapa 1.
As diferentes orientagbes que determinado ligante pode assumir dentro da cavidade
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alvo do receptor podem ser simuladas por programas de docagem molecular, que
quantificam a interacdo do complexo receptor-ligante com um escore.

 Etapa 3: Sintetizar experimentalmente e avaliar se o conjunto de ligantes identificados
como promissores na etapa 2 obtém bons resultados.

» Etapa 4: Avaliar os resultados experimentais, definindo se o medicamento deve ser
produzido ou se o processo deve retornar a etapa 1, de forma iterativa, com pequenas
modificagdes das caracteristicas na busca dos ligantes.

De acordo com Broughton [Bro00], o maior desafio na area de desenvolvimento
de farmacos esta relacionado com a predicdo da estrutura e a energia envolvida na inte-
racao entre os ligantes e a proteina alvo. A secéo 2.2 apresenta detalhes sobre o método
desenvolvido para avaliar a interagao entre o complexo receptor-ligante.

2.2 Docagem molecular

A docagem molecular é o método de simulacao computacional que avalia a afi-
nidade entre o receptor e o ligante. Essa afinidade € mensurada por um escore, onde
valores mais baixos significam melhores interagdes [LR96, Jia08]. Nos ultimos anos, esse
método de avaliagdo in silico tem sido normalmente empregado no RDD para predizer o
melhor modo de interagéo, explorando as interagdes especificas que podem ser formadas
e estimar qualitativamente a afinidade de interagao do ligante [WCG11].

Atualmente existem mais de 30 programas de docagem molecular disponiveis,
podendo estes variarem quanto ao algoritmo de busca e quanto a fungéo de escore. O al-
goritmo de busca é utilizado para amostrar todos os graus de liberdade do ligante, gerando
as diferentes orientacdes possiveis considerando as translacoes e rotacées dentro da ca-
vidade alvo. A fungéo de pontuagéo avalia as poses geradas pelo algoritmo de busca e as
classifica de acordo com as interagées com o receptor, calculando a FEB [Rog11].

Nesta tese, o AutoDock 4.2.5 [MHL"09] foi escolhido como o programa de doca-
gem molecular a ser utilizado. Esse programa € muito bem estabelecido pela comunidade
cientifica e também disponibiliza licengas gratuitas. Os seus resultados sdo ordenados pelo
valor da FEB mais negativa. No caso da existéncia de poses com a mesma energia livre, 0
valor de RMSD, calculado a partir da estrutura de referéncia, é utilizado. Da mesma forma
que a FEB, quanto menor o valor do RMSD, melhor sera o resultado, sendo o menor valor
possivel igual a 0,0 A. A Figura 2.1 mostra um exemplo da melhor posicdo encontrada pela
docagem molecular feita entre uma conformacéo da InhA de Mtb e a coenzima NADH.

Normalmente, as aplicacées de docagem molecular utilizando modelos FFR con-

sideram a estrutura do receptor como rigida, enquanto a molécula do ligante pode ter uma
flexibilidade parcial, variando os angulos de tor¢cao. Assim, o ligante a ser testado assume
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diferentes conformacdes estruturais em diversas posi¢coes dentro do sitio ativo da molécula
receptora. Desta maneira, o tempo computacional necessério para executar esses experi-
mentos € bastante custoso, consumindo em média 1 minuto para cada avaliagdo (o tempo
pode variar de acordo com os parametros do programa, do hardware e do ligante). A quan-
tidade de ligantes a serem avaliados depende do BD de pequenas moléculas selecionado e
dos filtros de selegcéo de estruturas que sédo aplicados. A prdéxima secao apresenta detalhes
sobre o método mais tradicional de simulag&o de parte da flexibilidade da proteina.

Figura 2.1 — Visualizac&o da melhor orientacdo encontrada pelo programa de docagem mo-
lecular entre uma conformagéo da enzima InhA e o aduto INH-NAD. A superficie molecular
da enzima esta representada em roxo e o0s residuos que interagem com o aduto estao re-
presentados em palitos. O aduto esta representado em palitos e os atomos sao coloridos
pelo tipo de atomo (carbono em branco, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e fésforo
em laranja). As linhas tracejadas em verde demonstram a ocorréncia de interagao entre os
residuos da InhA com os atomos do aduto. Adaptada de [APZF08].

2.3 Consideracao da flexibilidade da proteina utilizando multiplas conformacoes

Diversos autores tém comprovado que nao considerar a flexibilidade da proteina
no processo de selecao de candidatos a farmacos acaba limitando significativamente a pre-
cisdo dos métodos de docagem molecular [BR02, ABG06, TA08]. Assim, a escolha dos
métodos utilizados para considerar a flexibilidade tornou-se um fator essencial para aumen-
tar a probabilidade de sucesso, tendo sido amplamente estudada nos ultimos anos [TAQS,
MRB*15, BRM15].
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Atualmente é possivel encontrar uma grande quantidade de métodos capazes de
simular parte da flexibilidade da proteina [TA08, MRB*15] (importantes revisdes sobre mé-
todos que consideram da flexibilidade da proteina podem ser encontrados em [CSS09,
YAR11]). Dentre os métodos existentes, a simulagdo por Dinamica Molecular (DM) é o
método capaz de gerar multiplas conformacdes considerando todos os graus de liberdade
existentes em uma proteina, tornando possivel a representacao de um modelo de Receptor
Totalmente Flexivel (FFR) [MWRNdS11]. A Figura 2.2 apresenta um conjunto de conforma-
¢Oes capturadas de uma simulagdo por DM da enzima InhA em diferentes momentos de
tempo.

Segundo Alonso et al. [ABG06], modelos FFR com elevadas quantidades de con-
formacdes possuem probabilidades maiores de simular movimentos internos e trocas con-
formacionais distintas do receptor que métodos com poucas conformacdes. Essas mudan-
¢as conformacionais aumentam a possibilidade de a cavidade de ligagédo do substrato ser
formada por diferentes residuos ao longo do modelo FFR, possibilitando a cavidade de li-
gacao do substrato a mudanca da sua atividade biol6gica [MSWNO02]. Assim, modelos FFR
de uma proteina podem simular diferentes fungdes bioldgicas.

Figura 2.2 — Conjunto de conformacdes da enzima InhA de Mib capturadas em diferentes
momentos de um modelo FFR para demonstrar a flexibilidade da enzima. As proteinas
estao representadas em fitas e as cores representam 0 momento da captura de cada con-
formacédo ao longo da DM (azul em 1 ns, laranja em 5 ns, magenta em 10 ns, verde em 15
ns e amarelo em 20 ns. Adaptada de [MWRNdS11].
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Embora essa abordagem possibilite maiores oportunidades para a descoberta de
potenciais candidatos a farmaco, ela também implica em uma consideravel elevacao na
complexidade computacional para realizar as simulagdes de docagem molecular entre os
ligantes flexiveis e 0 modelo FFR. A secéo 2.4 descreve detalhes sobre os algoritmos de
agrupamento utilizados no processo de reducao de dimensionalidade de modelos FFR.

24 Agrupamento de conformacoes de modelos FFR

As técnicas de agrupamento sdo métodos nao supervisionados que buscam identi-
ficar padrées em conjunto de dados, formando particdes com o conjunto de objetos que séao
mais homogéneos entre si [JD88, TSK06]. A partir desse conjunto de dados, a analise por
agrupamento se torna a mais adequada técnica de inteligéncia computacional para partici-
onar conformacodes de modelos FFR [BD92]. Assim, todas as conformag¢des de um modelo
FFR séao atribuidas a uma particao usando uma medida de similaridade ou dissimilaridade.

O agrupamento das conformacdes contribui especialmente quando existe a ne-
cessidade da execucao de experimentos de docagem molecular exaustivos, uma vez que,
apds o agrupamento, as estruturas estardo separadas em conjuntos de receptores simila-
res. As conformacgdes dentro da mesma particao sao, segundo os critérios de um algoritmo
de agrupamento sobre os dados de entrada, semelhantes umas as outras e dessemelhan-
tes das conformagdes de outras particbes [HW79]. Desta forma, se uma conformacéao do
receptor pertence a uma particdo que interage favoravelmente com um ligante especifico,
pode-se assumir que outras conformacdes dentro da mesma particdo também possuam
boas interacées com esse ligante. Por outro lado, as conformacdes que pertencem a con-
juntos considerados como pouco promissores sdo, consequentemente, descartadas a fim
de se reduzir o numero de experimentos de docagem molecular.

Diversos trabalhos que aplicam algoritmos de agrupamento tém sido desenvolvi-
dos com 0 objetivo de reduzir a complexidade no tratamento de receptores flexiveis. Os
mesmos abordam diferentes métodos, incluindo: (1) a selecao de estruturas representati-
vas com base somente no RMSD; (2) a selecado de estruturas com base em um conjunto
de propriedades da molécula; (3) variagdes na férmula do RMSD; (4) novos métodos de
alinhamento estrutural; e (5) utilizacdo dos farmacéforos mais frequentes do modelo FFR.

O valor do RMSD obtido pela comparacao dos atomos pareados de duas proteinas
€ a mais tradicional e popular medida de similaridade utilizada para particionar modelos
FFR. Por exemplo, Lyman et al. [LZ06] gerou um conjunto de estruturas representativas
ao aplicar um raio de corte do RMSD para identificar as particoes de modelos flexiveis
de met-encefalina, um neurotransmissor pentapeptidico. Shao e colaboradores [STTCO07]
compararam os conjuntos de particoes de um modelo flexivel, gerados por 11 algoritmos de
agrupamento e avaliaram esses resultados com duas medidas de validagao para determinar
a melhor parti¢éo.
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Esses trabalhos apresentaram importantes contribuicdes nesta area. No entanto,
o agrupamento de conformacdes de modelos FFR ainda é um problema nao resolvido.
Em [RFS10], Rajan e colaboradores elencaram um conjunto de restricdes frequentemente
encontradas nos agrupamentos de modelo FFR:

+ Instabilidade: as particées geradas sdo muitas vezes instaveis a mudangas nos para-
metros de corte e a ruidos.

» Relacgao intergrupos: nao existe qualquer informacéo sobre as relacdes entre as par-
ticoes formadas.

* Inspecao visual: o conjunto de particbes geradas sao geralmente validados por ins-
pecao visual das estruturas atribuidas como representativas. No entanto, modelos
flexiveis possuem geralmente centenas de milhares de conformacdes, tornando muito
complexa a avaliacao individual de cada conformacao pelo especialista de dominio.

* Incerteza: existe uma grande dificuldade na analise dos movimentos de regides flexi-
veis, sendo complexa a andlise envolvendo um conjunto de coordenadas coletivas.

+ Validacao: um dos grandes desafios dos algoritmos ndo supervisionados é a avaliacao
dos resultados. Diversas medidas de validacdo foram desenvolvidas; no entanto é
comum cada medida indicar diferentes numeros de particbes como o mais adequado
para um mesmo conjunto de dados.

Nesta tese, o Capitulo 5 apresenta trés métodos utilizados no processo de redu-
¢éo de dimensionalidade de modelos FFR. Como foi descrito anteriormente, conformacgdes
pertencentes a uma particao devem apresentar valores de interagao similares do complexo
receptor-ligante. Para avaliar os agrupamentos formados sédo avaliados diversos experi-
mentos docagem molecular de complexos receptor-ligante. A secédo 2.5 apresenta um
estudo sobre os principais BD de pequenas moléculas publicos disponibilizados na lite-
ratura [GRFS15].

2.5 Bancos de dados de pequenas moléculas

Os Banco de Dados (BD) de ligantes sao repositorios capazes de armazenar as
informacgdes de pequenas moléculas. O surgimento desses BD ocorreu devido a necessi-
dade de os pesquisadores terem acesso a dados biolégicos de forma agil. Desta forma,
classifica-se como um BD ideal aquele que disponibiliza 0 maior niumero possivel de infor-
magcodes, prové um acesso facil as suas informacgdes, fornece respostas rapidas as requisi-
cOes e disponibiliza os dados em formatos que sdo acessiveis por um grande numero de
sistemas de computacao [IS05].
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Atualmente, existe uma grande quantidade desses BD disponiveis na comunidade
cientifica e esse numero esta crescendo consideravelmente nos ultimos anos, conforme
pode ser observado nos volumes anuais divulgados pelo Nucleic Acids Research [GRFS15].
Embora exista uma grande quantidade desses BD, todos possuem determinadas particu-
laridades, tornando necessaria uma analise criteriosa a fim de compreender quais sao as
propriedades armazenadas e a forma como as informacdes de cada ligante sdo geradas.

Um dos estudos iniciais desta tese [WQM™12] abordou as principais particularida-
des envolvendo um conjunto com os principais BD de pequenas moléculas publicos, como
o ChemBank [SGH*08], ChemDB [CLS*07], ZINC [ISM*12], NCI Database [IVBT02] e 0o
PubChem [ABIC04]. Esse estudo elencou os aspectos positivos e negativos de cada BD
relacionados com as necessidades desta pesquisa. Esse trabalho também identificou dis-
crepancias nos parametros calculados devido as diferentes ferramentas utilizadas por cada
BD. Assim, uma determinada busca por propriedades pode resultar na obtencao de diferen-
tes conjuntos de ligantes. Um resumo dessa avaliagao esté descrito na Tabela 2.1. O BD
PubChem disponibiliza a maior quantidade de ligantes e também é o Unico a informar o vo-
lume de cada molécula. Contudo, esse BD nao fornece as informagdes das cargas atdmicas
parciais dos ligantes e, assim, seus dados ndo estdo prontos para execu¢cao em programas
de docagem molecular. O BD ZINC, por sua vez, é o segundo maior em quantidade de
ligantes disponiveis e as moléculas armazenadas nesse BD estdo prontas para execugao
em programas de docagem molecular [ISM*12]. As caracteristicas disponibilizadas pelo
BD ZINC séao preponderantes para esta tese.

Tabela 2.1 — Descricdo das principais caracteristicas existentes em alguns dos Banco de
Dados de ligantes pesquisados [WQM+*12].

ChemBank | ChemDB NCI PubChem ZINC
Baixar:
- subconjuntos X X X X X
- todos os dados X X X X X
Pesquisar por:
- nome X X X X X
- codigo SMILE X X X X X
- estrutura exata X X X
- subestrutura X X X X X
- descritores moleculares X X X X X
- similaridade X X X X X
Dados:
- prontos para docagem X
- volume X
- quantidade 4.5M 5M 0,26M 27 M 20 M
- formatos sdf mol, mol2, | mol2, sdf | ASN.1, XML | mol2, sdf,
sdf, PDB sdf flexibase

M =10°
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2.6 Triagem virtual

Na literatura, existe uma grande variedade de abordagens buscando selecionar um
conjunto de ligantes que apresentem interacdes favoraveis do complexo receptor-ligante.
Essas abordagens podem ser classificadas basicamente em duas vertentes, o Planeja-
mento de Farmacos Baseado na Estrutura do Ligante (LBDD - do inglés Ligand-Based
Drug Design) e o Planejamento de Fa&rmacos Baseado na Estrutura do Receptor (SBDD -
do inglés Structure-Based Drug Design).

O LBDD captura as caracteristicas de ligantes que sdo conhecidos por apresentar
interacdes favoraveis com o receptor alvo. Esse conjunto de caracteristicas € usado para
identificar ligantes similares em BD de pequenas moléculas. No entanto, essa abordagem
costuma ser utilizada somente quando ndo se tem o conhecimento da estrutura do receptor,
em virtude das suas diversas limitagdes [MKT02].

O SBDD utiliza as informacdes da estrutura do receptor para avaliar e selecionar
0s compostos que melhor interagem com a cavidade alvo [Lyn02]. Existem muitas aborda-
gens baseadas no SBDD visando reduzir o numero de compostos a serem testados com
experimentos de docagem molecular. No entanto, a alta capacidade computacional deman-
dada para avaliar a flexibilidade no SBDD tem sido um fator limitante comum a todas as
abordagens [Yan10].

Ambas estratégias possibilitam a extragdo de um conjunto de caracteristicas es-
truturais e fisico-quimicas do ligante ou do receptor. Essas caracteristicas propiciam a ela-
boracdo de um conjunto de regras para averiguar a afinidade da formagdo de um complexo
receptor-ligante, procedimento conhecido na literatura como a identificacao de farmacéfo-
ros. No entanto, o SBDD fornece uma quantidade maior de propriedades da cavidade de
ligagdo que o LBDD. Assim, modelos farmacoféricos gerados a partir das caracteristicas
do SBDD tendem a ser mais precisos que modelos gerados com base no LBDD, devido a
complementariedade da cavidade alvo. Desta forma, modelos farmacoféricos devem ser,
preferencialmente, baseados na estrutura do receptor. Maiores detalhes sobre essa abor-
dagem sao descritos na préxima subsecao.

2.6.1 Triagem virtual baseada em farmacéforos 3D

Quando se tem o conhecimento da estrutura 3D da proteina ou do ligante, é possi-
vel definir as caracteristicas estruturais minimas que os ligantes devem possuir a fim de se
ligar com a proteina alvo [Gun00], sendo esta uma forma eficiente para a identificagdo de
bons candidatos a solug¢do. Esse conjunto de caracteristicas é conhecido como modelo far-
macoférico. Outra definicdo, muito frequente na literatura, define um modelo farmacoférico
como um conjunto de caracteristicas estéricas e eletrostaticas necessarias para garantir in-
teracdes supramoleculares 6timas com um alvo biolégico especifico e para acionar ou impe-
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dir a sua resposta biologica [WGLM98]. Modelos farmacoforicos que apresentem uma alta
guantidade de caracteristicas fisico-quimicas sao, normalmente, decompostos em combina-
cbes de hipbdteses farmacofdricas. Assim, a triagem virtual em BD de pequenas moléculas
¢é feita com o objetivo de identificar moléculas que possuam, em sua estrutura, um arranjo
3D das propriedades fisico-quimicas de acordo com a hip6tese farmacoférica [HNW*97].

Segundo Seidel et al. [SIBW11], as técnicas baseadas em hipdteses farmacofori-
cas considerando estruturas 3D se tornaram uma das formas mais rapidas e eficientes de
se selecionar compostos. A Figura 2.3 apresenta um fluxograma descrevendo a triagem
virtual com farmacéforos para buscar novos compostos candidatos. Conforme pode ser
visto na Figura 2.3-a, um modelo farmacoférico pode ser obtido a partir das informacdes
da proteina (SBDD) e/ou do ligante (LBDD). Assim como foi descrito no inicio desta sec¢ao,
modelos farmacoféricos baseados no receptor tendem a ser mais precisos que modelos
gerados com base nas estruturas do ligante.

A Figura 2.3-b mostra a etapa de preparacdo do conjunto de ligantes a serem
pesquisados com a hipétese farmacoférica. Primeiramente, seleciona-se um conjunto de
ligantes (um ou mais BD de pequenas moléculas). Esses BD normalmente armazenam
apenas as estruturas canénicas, ou seja, nao disponibilizam as variacées conformacionais
dos ligantes. Desta forma, é necessario gerar um conjuntos de possiveis conférmeros
para cada ligante para simular parte da sua flexibilidade. N&o existe um numero exato de
conférmeros a serem gerados, devendo esse valor ser um equilibrio entre a flexibilidade
do ligante e o tempo necessario para o método avaliar cada conférmero. A Figura 2.3-c
descreve o resultado da avaliagdo de cada ligante (e seus conférmeros) com as hipbteses
do modelo farmacoférico. Essas avaliacées, na maioria das vezes, sdo ponderadas pela
guantidade de acertos dos seus famacéforos. O valor obtido por essa métrica serve para
ordenar o conjunto de ligantes aprovados, formando uma lista ordenada (Figura 2.3-d). A
préxima subsecdo descreve alguns trabalhos que geraram modelos farmacoféricos 3D a
partir de um conjunto de conformacades.

2.6.2  Triagem virtual baseada em farmaco6foros 3D formados a partir de conjuntos de
conformacdes

Modelos farmacoféricos 3D baseados na estrutura do receptor tém sido ampla-
mente utilizados para realizar a redugdo da dimensionalidade, selecionando ligantes que
contenham o arranjo espacial de propriedades fisico-quimicas essenciais. Contudo, limitar
a flexibilidade da proteina no processo de selecao de candidatos a farmacos pode redu-
zir significativamente a precisdo dos métodos de docagem molecular e, por consequéncia,
restringir o conjunto de candidatos a solugéo [BR02, TAQS].

Algumas abordagens tém adotado métodos simplistas de aumentar o raio do ponto
farmacoforico de interacdo para considerar a flexibilidade das proteinas sem realizar um
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estudo especifico da regido. Aumentar o raio da propriedade sem uma andlise detalhada
da flexibilidade da proteina pode incorrer em arranjos conformacionais nédo factiveis para
essa proteina sendo, assim, uma forma inadequada de considerar a sua flexibilidade.
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Figura 2.3 — Fluxograma da triagem virtual baseada em hipo6teses farmacoforicas para se-
lecionar novos compostos candidatos a farmaco. (a) Identificagdo das hipéteses farmaco-
foricas a partir das informacdes de um conjunto de ligantes e/ou da cavidade de ligagao do
receptor. (b) Simulagéo da flexibilidade de cada estrutura disponibilizada em BD de peque-
nas moléculas. (c) Avaliacao das pequenas moléculas para selecionar as estruturas 3D de
acordo com a hipotese farmacoférica. O simbolo v em verde significa que o ligante satisfaz
a hipétese farmacoférica, devendo este ser selecionado. (d) Lista dos ligantes selecionados
ordenados pela afinidade obtida com a hipétese farmacoférica. Adaptada de [Yan10].
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Trabalhos como o Carlson [CMO00] e Dror [DSPNWO04] iniciaram a investigacao de
sistemas flexiveis no desenvolvimento de modelos farmacoféricos 3D. Dror et al. [DSPNWO04]
propds quatro etapas fundamentais para o desenvolvimento de modelos farmacoféricos ba-
seados na estrutura de receptores flexiveis. Essas etapas sao:

Etapa 1: Avaliar a qualidade da estrutura da proteina alvo e das estruturas do modelo
flexivel a ser utilizado na geracao dos modelos farmacoféricos 3D.

Etapa 2: Selecionar um conjunto de estruturas representativas do modelo FFR da
proteina alvo.

Etapa 3: Identificar as propriedades farmacoforicas complementares da cavidade de
ligacao do substrato.

Etapa 4: Analisar o conjunto de ligantes selecionados pelo modelo farmacoférico.

Atualmente, métodos alternativos tém sido desenvolvidos visando considerar os
movimentos flexiveis da cavidade de ligacdo do substrato na geragcdo modelos farmacofo-
ricos 3D [DLS*05, DSNBO06, HL13]. Deng e colaboradores [DLS*05, DSNB06] desenvol-
veram dois relevantes trabalhos com a utilizagao de estruturas representativas de modelos
FFR. Em [DLS*05], Deng baseou a geracao das hipéteses farmacoféricas na utilizacao de
10 estruturas selecionadas pela comparacéao dos valores do RMSD. Uma limitacao impor-
tante desse trabalho é justamente a selecao desse conjunto de estruturas representativas
ser baseado somente nos valores do RMSD, visto essa selagao torna possivel a forma-
cao de particbes contendo conjuntos de estruturas com cavidades de ligagdo do substrato
distintas entre si. O principal problema dessa abordagem esta na selecao das estruturas
representativas a partir de conjuntos particionados pelas informagdes do RMSD.

Desta forma, as limitacbes encontradas nesses modelos farmacoféricos 3D com-
provam que ainda hoje nao existe um método baseado somente nas propriedades fisico-
guimicas da cavidade de ligacao do substrato considerando um modelo FFR, de forma a
efetivamente reduzir esse numero elevado de ligantes a um valor gerenciavel.

2.7 Consideracoes finais

Este capitulo apresentou conceitos fundamentais sobre o RDD, descrevendo suas
etapas e as principais abordagens utilizadas nesta tese. Os diferentes conceitos apresen-
tados sobre o processo de RDD empregados para considerar a flexibilidade das proteinas,
juntamente com a avaliacdo dos BD de ligantes contendo elevadas quantidades de molécu-
las, corroboram a necessidade de novas solugdes que atendam as duas primeiras etapas
definidas por Kuntz [Kun92]. Especificamente, o escopo deste trabalho esta inserido na
etapa 2, cujo objetivo é identificar conjuntos promissores de ligantes candidatos a farmaco.
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Este capitulo também descreveu a necessidade de considerar a flexibilidade da
proteina no processo de selecédo de ligantes candidatos a farmacos para nao limitar a pre-
cisdo dos métodos de docagem molecular. Assim, um modelo FFR da enzima InhA de Mtb
foi adotado como o estudo de caso neste trabalho. No entanto, a utilizacao da simulacao
da flexibilidade da proteina alvo por DM contendo milhares de conformacgdes implica em
um aumento no esforco computacional necessario. Desta forma, modelos farmacofoéricos
3D avaliando conjuntos de estruturas cristalinas tém sido amplamente utilizados no pro-
cesso de triagem virtual de ligantes para reduzir a dimensionalidade dessa tarefa. Esses
modelos selecionam apenas os ligantes que possuam o arranjo espacial de propriedades
fisico-quimicas essenciais obtidas da avaliagdo das interagdes similares identificadas de
complexos receptor-ligante conhecidos [LGLT10]. No entanto, os modelos desenvolvidos
ao nao considerarem a flexibilidade das proteinas na geracao dos modelos farmacoféricos
3D acabam limitando o potencial de filtrar estruturas mais acuradas. O préximo capitulo
apresenta uma avaliacdo da estrutura da proteina alvo e das estruturas do modelo flexivel
a serem utilizados na geracao dos modelos farmacoféricos 3D.
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3. Proteina investigada: Enzima InhA de Mycobacterium
tuberculosis

Este Capitulo descreve detalhes da proteina alvo investigada como estudo de caso
nesta tese: a enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Essa proteina representa
um alvo interessante para o desenvolvimento de novos farmacos anti-tuberculose. A pri-
meira sec¢ao deste Capitulo apresenta a motivacao social para a definicdo da proteina alvo
a ser analisada. Apos, uma descricdo da cavidade de ligacdo do substrato é feita, carac-
terizando regides relevantes dessa cavidade. A terceira se¢cao mostra detalhes do con-
junto de estruturas cristalinas da InhA de Mtb catalogadas no sitio do Protein Data Bank
(PDB) [BWF*00]. Por fim, um modelo de Receptor Totalmente Flexivel (FFR) de 20 ns é
avaliado.

3.1 Motivacao social

A tuberculose é considerada uma doenga negligenciada por empresas farmacéu-
ticas que n&o investem no desenvolvimento de novos medicamentos devido a falta de re-
torno financeiro. Segundo a Organizacao Mundial de Saude, foram estimados entre 8,6 e
9,4 milhdes de novos casos de tuberculose em 2013 no mundo [Tub14]. Essa organizacao
também estima que um tergo da populacéo esta infectada com o bacilo; e aproximadamente
10% dos que possuem o bacilo devem desenvolver a doenga ao longo da sua vida.

Embora o niumero de mortes em decorréncia da tuberculose esteja declinando
gradativamente em valores mundiais, paises em desenvolvimento ainda permanecem com
taxas preocupantes. Uma das principais causas apontadas para a ocorréncia desse indice
€ o crescimento do numero de casos de pacientes com tuberculose que acabam adqui-
rindo resisténcia a isoniazida e a rifampicina, que sdo os principais farmacos utilizados
no combate dessa doenca [SBSNASO05, JTJ"10]. Esses casos que apresentam resistén-
cia aos medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose sdo categorizados de trés
formas [fDCC06, VMF*09]:

 Tuberculose Multirresistente (MDR-TB - do inglés MultiDrug-Resistant TuBerculosis):
ocorre quando o bacilo da tuberculose € resistente aos dois farmacos mais potentes
no tratamento contra a tuberculose (isoniazida e rifampicina).

 Tuberculose Extensivamente Resistente (XDR-TB - do inglés eXtensively Drug-Resistant
TuBerculosis): ocorre quando, além de ser MDR-TB, o bacilo da tuberculose também
€ resistente a qualquer fluoroquinolonas e, pelo menos, a um dos trés farmacos de
segunda linha (capreomicina, canamicina, € amicacina).
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* Tuberculose Totalmente Resistente (TDR-TB - do inglés Totally Drug-Resistant TuBer-
culosis): ocorre quando o bacilo da tuberculose é resistente aos farmacos de primeira
e segunda linha do tratamento contra a tuberculose.

O surgimento de casos resistentes aos farmacos existentes evidencia a necessi-
dade de novas pesquisas para identificar possiveis novos candidatos a farmacos para a
tuberculose. Neste contexto, a enzima InhA ou 2-trans-enoil-ACP(COA) redutase tem sido
amplamente utilizada como uma estrutura alvo, devido ao seu importante papel no meta-
bolismo do Mtb. A proxima Secdo apresenta detalhes dessa enzima, bem como da sua
cavidade de ligagdo do substrato.

3.2 A enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis

A InhA é a enzima responsavel por estender as cadeias dos acidos graxos, con-
tribuindo na biossintese dos acidos micélicos. Esse processo contribui na formacéo da
parede celular do Mtb, que protege o bacilo de danos quimicos, impedindo a atividade de
diversos farmacos. Assim, estratégias capazes de inibir a acdo da enzima InhA causariam
a interrupcao do processo de formacao da parede celular, ocasionando posteriormente a
morte do bacilo. Devido a fungao farmacolégica desempenhada por essa enzima, esta tese
define a InhA de Mtb como o modelo de receptor a ser utilizado.

Essa enzima é composta por 268 residuos de aminoacidos, enovelando uma estru-
tura formada por 7 fitas e 8 hélices. A primeira estrutura 3D da InhA, cristalizada junto com a
coenzima NADH, foi disponibilizada no sitio do PDB por Dessen e colaboradores [DQB*95].
Essa estrutura foi cristalizada contendo 4 subunidades, sendo que todas apresentam a ca-
vidade de ligacdo do substrato independente. Assim, optou-se por utilizar apenas uma su-
bunidade neste trabalho. A prdéxima subsec¢ao descreve a cavidade de ligagdo do substrato
dessa enzima.

3.2.1 Cavidade de ligagcédo do substrato

A cavidade de ligacao do substrato da enzima InhA localiza-se entre duas héli-
ces transversais sustentadas por algas da proteina e, mais precisamente, acima do anel
da nicotinamida da coenzima NADH [DQB*95]. A Figura 3.1 mostra, em azul, o volume
ocupado pela coenzima NADH no sitio ativo da enzima InhA (PDB ID: 1BVR). A regido em
verde representa o volume do ligante THT (analogo do substrato). Essa regido, ocupada
pelo analogo do substrato, € denominada cavidade de ligagdo do substrato. Em destaque
na Figura 3.1, ha a representacao da superficie molecular e em palitos da coenzima NADH
com a estrutura do analogo do substrato.
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Figura 3.1 — Cofator NADH e um ligante andlogo a cavidade do substrato extraidos da
estrutura cristalografica da 1BVR. Em verde esta a regido do ligante analogo a cavidade
do substrato e, em azul, a regiao ocupada pela coenzima NADH. Nota-se que a regiao do
substrato esta situada logo acima do anel da nicotinamida do NADH.

Segundo [QDS*96], a enzima InhA depende da presenca da coenzima NADH em
seu sitio ativo para poder interagir com o ligante INH e, assim, inibir a acdo da bactéria. Nos
casos em que a coenzima ndo estava presente no sitio ativo da InhA, o ligante ndo con-
seguiu inibir a atividade da bactéria. Esse estudo ressalta a importancia de nao selecionar
novos candidatos a farmaco que possam competir com a coenzima NADH pela sua regiao.

Alguns dos estudos anteriores realizados em nosso laboratério ndo considera-
ram a coenzima NADH como parte da estrutura da proteina [De 12, MSRNdS07, MSR*08,
WMNAdSRO09]. O objetivo desses estudos era o de entender como as pequenas moléculas
se encaixariam no sitio ativo da InhA quando a coenzima néo estivesse presente. Grande
parte dos resultados encontrados mostraram ligantes posicionados em regides necessarias
para a coenzima, fato que inviabilizaria o seu posterior encaixe.

A fim de evitar encontrar candidatos que possam concorrer com a posi¢ao da coen-
zima, os estudos elaborados nesta tese sempre consideram a estrutura da coenzima dentro
do sitio ativo da enzima InhA. A composicao da estrutura do receptor depende apenas do
tipo de composto a ser avaliado:
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* Ligantes: a coenzima NADH é acoplada na estrutura da enzima InhA.

» Adutos: sao formados por ligantes que estdo conectados com a coenzima NADH,
assim a coenzima NADH n&o deve integrar a estrutura da enzima InhA.

ApOs caracterizar a estrutura da InhA, um estudo das estruturas cristalinas da pro-
teina InhA de Mtb do sitio Protein Data Bank é apresentado na préxima Secao. Esse estudo
serve como base para a compreensao das avaliagdes a serem realizadas considerando o
modelo FFR.

3.3 Estruturas cristalinas da enzima InhA armazenadas no Protein Data Bank.

O Protein Data Bank (PDB) é um BD de estruturas experimentais de macromo-
léculas bioldgicas criado com a fung&o de armazenar, organizar e distribuir estruturas 3D
de proteinas. As estruturas disponibilizadas nesse sitio possuem um alto indice de confia-
bilidade, uma vez que essas estruturas sdao determinadas experimentalmente através da
cristalografia por difracao de raio X, ou ressonancia magnética nuclear ou microscopia ele-
tronica [BWF100]. Atualmente existe um conjunto de 52 estruturas da InhA de Mycobacte-
rium tuberculosis armazenadas neste BD. No entanto, este estudo descarta as estruturas
mutantes ou que nado contenham a coenzima NADH, resultando em um conjunto de 34
estruturas.

A Tabela 3.1 descreve as 34 estruturas selecionadas e algumas caracteristicas de
cada proteina. Observando essa tabela, nota-se que algumas proteinas foram cristalizadas
com ligantes, adutos ou sem nenhum composto na cavidade do substrato. Esses dife-
rentes tipos de compostos docados podem destacar importantes variacdes estruturais dos
residuos que compdem a cavidade do substrato da enzima. Entao, para estudar tais propri-
edades, o conjunto de proteinas necessita do alinhamento estrutural de todas as proteinas
evidenciadas na Tabela 3.1. Esse processo de alinhamento comega com a selecao de
uma cadeia da proteina que contenha o maior numero de residuos (nem todas as cadeias
possuem 268 residuos) com as coordenadas 3D de cada atomo dispostas em arquivos no
formato PDB de cada estrutura. As proximas subsecdes descrevem os métodos adotados
para calcular as propriedades do RMSD e do volume descritos na Tabela 3.1.

3.3.1 Alinhamento das estruturas cristalinas da proteina InhA.

Na literatura existem diversos programas para alinhar proteinas com base em
sua estrutura. Contudo, uma consideravel quantidade nao permite extrair todas as coor-
denadas 3D da molécula resultante do alinhamento. Dentre os programas existentes, o
VMD [HDS96] e o PyMol [DelL02] permitem a extracdo das moléculas alinhadas. Porém o
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conjunto de proteinas deve ser equiparavel, ou seja, o conjunto de atomos que serve como
base para o alinhamento deve existir em todas as estruturas. Assim, as estruturas da Ta-
bela 3.1 foram submetidas para a avaliacao no programa VMD para realizar o alinhamento
estrutural dessas moléculas e foram constatados alguns problemas como a duplicidade de
residuos e/ou a falta de alguns atomos/residuos.

Tabela 3.1 — Estruturas cristalinas da InhA de Mtb disponibilizadas no sitio do PDB.
PDB ID Composto RMSD(A) | Volume da Referéncia

cavidade (A3)
1ENY NADH 0,0 598,2 | Dessen et al. [DQB*95]
30EW NADH 0,8 1.516,3 | Molle et al. [MGV+10]
1BVR NADH + THT 2.4 734,9 | Rozwarski et al. [RVS+99]

1P44 NADH + GEQ 1.691,9 | Kuo et al. [KMA+03]

1,2
1P45 NADH + TCL 1,1 970,4 | Kuo et al. [KMA*03]
2B35 NADH + TCL 1,0 1.080,3 | Sullivan et al. [STB*06]
2B36 NADH + 5PP 1,2 946,6 | Sullivan et al. [STB*06]
2B37 NADH + 8PS 1,0 445,1 | Sullivan et al. [STB*06]
2H7I NADH + 566 0,9 1.451,0 | He et al. [HASOdMO06]
2H7L NADH + 665 0,9 1.674,4 | He et al. [HASOdMO06]
2H7M NADH + 641 0,9 1.482,2 | He et al. [HASOdMO06]
2H7N NADH + 744 0,9 781,1 | He et al. [HASOdMO06]
2H7P NADH + 468 0,9 850,9 | He et al. [HASOdMO06]
3FNE NADH + 8PC 1,3 1.503,0 | Freundlich et al. [FWV*09]

3FNF NADH + JPM
3FNG NADH + JPL
3FNH NADH + JPJ
2NSD NADH + 4PI
2X22 NADH + TCU
2X23 NADH + TCU
2H9I Aduto ETH-NAD
1ZID Aduto INH-NAD
2IDZ Aduto INH-NAD
2PR2 Aduto INH-NAD
2NTJ Aduto PTH-NAD
4BQR NADH + IBH

756,6 | Freundlich et al. [FWV109]
1.144,0 | Freundlich et al. [FWV+*09]

693,8 | Freundlich et al. [FWV109]
1.468,6 | He et al. [HAOdMO07]
1.225,1 | Luckner et al. [LLaE*10]

601,6 | Luckner et al. [LLaE"10]
1.681,1 | Wang et al. [WLG"07]
1.714,2 | Rozwarski et al. [RGB*98]

928,5 | Dias et al. [DVP*07]

836,9 | Argyrou et al. [AVBO07]
1.752,9 | Wang et al. [WLG"07]

484,4 | Shirude et al. [SMN*13]
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4BQP VMY/Na , 664,2 | Shirude et al. [SMN*13]
40YR 1US 782,5 | Lietal. [LLP*14]

40XY 1TN , 949,8 | Lietal. [LLPT14]

40XN | 1S5/2NV/CI/EPE , 2.032,8 | Lietal. [LLPT14]

40XK 1S5/2NV , 7949 | Lietal. [LLPT14]

40HU 2TK , 659,7 | Li et al. [LLP*14]

4COD KV1 , 696,7 | Encinas et al. [EON*14]
40IM ACT/JUS 1, 701,3 | Pan et al. [PKB*14]

*O célculo do valor do RMSD comparou todos os atomos existentes na enzima 1ENY
com seus correspondentes em outras enzimas. **O volume da cavidade do substrato
foi calculado considerando os atomos da coenzima NADH fazendo parte da enzima.
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A duplicidade dos residuos foi resolvida mantendo-se apenas uma das predicoes
da proteina. Os principais problemas encontrados em cada proteina sobre a auséncia de
atomos ou residuos, ocorridas em 6 moléculas, estdo descritos abaixo:

» Auséncia de uma sequéncia de residuos:
- 2B35: lacuna entre os residuos LEU197 e a GLI212;
- 2B37: lacuna entre os residuos LEU197 e a LEU217;
- 40XN: lacuna entre os residuos ALA201 e o GLU209.

* Alguns residuos ndo apresentam o atomo Ca:
- 2X22: ndo possui Ca nos residuos: ARG43, LEU61, MET130 e SER152;
- 2X23: nao possui Ca nos residuos: MET199 e SER152;
- 30OEW: ndo possui Ca nos residuos: ARG153 e GLU219.

Uma consulta a um especialista de dominio foi feita para obter informag¢des sobre
os problemas dessas estruturas armazenadas no sitio do PDB. Esse especialista consta-
tou que a auséncia de alguns residuos bem como a duplicidade de residuos pode ocorrer
quando trata-se de uma regido muito flexivel. Assim, ha uma grande complexidade em
determinar exatamente a posicao correta desses atomos. Por exemplo, como ocorreu nas
estruturas 2B35, 2B37 e 40XN, onde o conjunto de residuos ausentes pertencem exata-
mente a al¢a de ligacao da InhA.

A solucdo encontrada para alinhar essas estruturas foi criar diferentes composi-
cbes do arquivo da 1ENY, proteina que é a estrutura base definida para o alinhamento das
demais moléculas. Apo6s as modificagcoes citadas, tornou-se possivel obter todas as estru-
turas do sitio do PDB em um mesmo arranjo espacial. A Figura 3.2 mostra o alinhamento
estrutural das estruturas cristalograficas em diferentes cores para realcar as diferentes con-
formagdes que cada molécula pode assumir. O célculo do valor do RMSD foi realizado
comparando todos os atomos existentes na enzima 1ENY com seus correspondentes nas
outras enzimas presentes na Tabela 3.1.

3.3.2  Volume da cavidade de ligacado do substrato das estruturas cristalinas da InhA.

A avaliagao do volume da cavidade de ligagao do substrato de cada estrutura cris-
talina catalogada na Tabela 3.1 foi realizada pelo programa CASTp. As estruturas comple-
xadas com adutos (2H9I, 1ZID, 2IDZ, 2PR2 e 2NTJ) foram editadas de maneira que todas as
estruturas presentes na Tabela 3.1 fossem compostas apenas pelo complexo InhA-NADH.
Os valores obtidos pelo programa foram calculados utilizando uma sonda quimica de 1,4 A,
valor padréo definido por esse programa por ser o raio de uma molécula de agua.
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Figura 3.2 — Estruturas cristalinas da InhA de Mycobacterium tuberculosis, armazenadas
no sitio do PDB, alinhadas pelo programa VMD [HDS96]. As estruturas estao em diferentes
cores na representacao de fitas, ressaltando as similaridades e dissimilaridades estruturais
entre as enzimas. Em destaque, o quadro vermelho mostra a alga da esquerda, regidao com
a maior dissimilaridade entre as proteinas.

As estruturas cristalinas analisadas apresentaram uma alta variabilidade no vo-
lume da cavidade de ligacdo do substrato (ver Tabela 3.1), evidenciando a necessidade de
se considerar estruturas flexiveis da enzima InhA. Essas diferencas existentes nas caracte-
risticas da superficie possibilitam a exploragéo de regides funcionais diferentes na proteina.
A préxima secgao apresenta detalhes da geracao do modelo FFR da proteina InhA de Mib.

3.4 Modelo FFR da enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis

A evolugdo computacional e o aprimoramento das técnicas de simulagbes de DM
possibilitam a obtencao de simulagdes por DM capazes de reproduzirem uma flexibilidade
maior com um aumento no numero de estados gerados. Além disso, as diferentes cavidades
de ligacdo do substrato identificadas na segdo 3.3.1 evidenciaram a necessidade de se
trabalhar um modelo de Receptor Totalmente Flexivel para a enzima de InhA-NADH. A
trajetéria adotada como estudo de caso nesta tese foi gerada a partir da estrutura cristalina
da enzima Enoyl-Reductase ou complexo InhA-NADH de Mycobacterium tuberculosis (PDB
ID: 1ENY) [DQB*95] contendo moléculas de agua, conforme descrito em [GCNdS07].
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O pacote do programa AMBER 9.0 [PCC*95] foi utilizado no desenvolvimento
dessa trajetéria, considerando o campo de forga ff99SB [HAO'06]. Os parametros da ma-
cromolécula foram obtidos a partir da biblioteca parm99.dat [PCC*95], com todos os atomos
explicitamente considerados. As cargas atdmicas parciais da coenzima NADH foram gera-
das por célculos ab initio com RHF/6-31G* e ajustados com o programa RESP [BCCK93].
Segundo [CCB*95], essas cargas sao totalmente compativeis com o campo de forga do
AMBER. Todos os atomos de hidrogénio, ions e moléculas de agua foram submetidos a 100
passos de minimizagao de energia para remover os contatos muito préximos das forgas de
van der Waals. A pressao da simulagao foi mantida em 1 atm e, para evitar a perturbacao
ao sistema, a temperatura foi aumentada gradualmente de 10 K para 298 K dividas em 6
etapas [GCNAS07]. Para essas etapas da temperatura, as velocidades foram novamente
calculadas de acordo com a distribuicao Maxwell-Boltzmann e equilibradas por 200 ps.

Nessa trajetdria, as conformacdes foram capturadas em intervalos de 1 ps, resul-
tando em um conjunto de microestados de 20.000 ps. Apos a geracao desse conjunto, é
necessario avaliar as mudancas que ocorrem com a estrutura da proteina durante a simu-
lacdo. Essa avaliacdo € frequentemente calculada com base no valor do RMSD entre a
primeira estrutura da simulagcdo (ou em relacdo a estrutura cristalina que originou a simu-
lacdo), que é a referéncia para o calculo da variagdo da posicao de cada atomo, com as
demais conformacdes. Os atomos utilizados para calcular o valor do RMSD variam, po-
dendo ser considerados todos os atomos da proteina, ou somente os atomos do backbone
(N, Ca, C e O), ou apenas os Ca. Nessa férmula, quanto mais préximo de zero for o valor
da dissimilaridade, maior sera a sobreposicao (similaridade) das estruturas comparadas.

Em simulacdes de DM, o sistema necessita de um tempo para estabilizar todos
os parametros, dividindo a trajetéria em duas partes. Na primeira parte, também chamada
de fase de equilibracdo, as conformacgdes apresentam variagdes estruturais significativas,
nao sendo consideradas como estruturas adequadas devido a instabilidade da simulagéao.
Na segunda parte, também conhecida como fase de producéao, as estruturas podem ser
efetivamente estudadas uma vez que o sistema se mantém em um estado de ndo-equilibrio
constante [vGB90]. A Figura 3.3 apresenta a avaliacéo feita com essa simulacdo conside-
rando os valores dos atomos do backbone (N, Ca, C e O) da enzima InhA. A linha vermelha
pontilhada delimita a separacao entre as fases de equilibracéo e producao (aos 500 ps). A
linha verde representa a média da variagdo dos valores do RMSD do estado fase de pro-
ducdo. Esse valor é estabilizado entre 1,00 A e 1,80 A, sendo o valor da sua média em
torno de 1,38 + 0,11 A. Assim, devido a instabilidade inicial, as primeiras 500 conformagdes
dessa simulacdo sdo descartadas. O conjunto restante dessa simulacao forma o modelo
de FFR [MWRNdS11]) da enzima de InhA-NADH de Mtb com 19,5 ns.
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Figura 3.3 — Avaliacao da variacao do posicionamento dos atomos do backbone (N, Ca, C e
O) entre a primeira conformacao e o modelo FFR. A linha vermelha pontilhada delimita, aos
500 ps, a separagao entre as fases de equilibragdo e producéo. A linha verde representa
a média da variagdo dos valores do RMSD do estado da fase de producgédo. Este valor é
estabilizado entre 1,00 A e 1,80 A, sendo o valor da sua média em torno de 1,38 + 0,11 A.
Valores gerados pelo programa Amber 12 [CDCI+12].

3.5 Consideracoes finais

Este Capitulo apresentou detalhes sobre a enzima InhA de Mtb, descrevendo, pri-
meiramente, a motivacdo social da escolha dessa enzima como o estudo de caso desta
tese. Apds, uma avaliacao realizada com as estruturas cristalinas disponibilizadas no PDB
permitiu uma série de anadlises utilizadas como parametro para a avaliagdo do modelo fle-
xivel gerado computacionalmente. As consideragdes sobre as avaliagdes das estruturas
cristalinas e do modelo FFR sao descritas nas préximas duas secoes.

3.5.1 Estruturas cristalinas da enzima InhA

As estruturas cristalinas sao frequentemente utilizadas como parametro para ava-
liar as interacdes entre os complexos receptor-ligante. Na se¢do 3.3, as estruturas cris-
talinas da enzima InhA de Mib disponibilizadas no PDB foram listadas. O alinhamento
realizado com as estruturas cristalinas possibilita uma analise estrutural da cavidade de li-
gacao do substrato conforme o tipo de ligante/aduto cristalizado com a estrutura. Embora
a Figura 3.2 tenha apresentado, visualmente, um alto grau de similaridade entre as estru-
turas, existem diferencas estruturais que somente podem ser visualizadas com outros tipos
de representacdo. Para ressaltar essas diferengas, um novo tipo de representagcéo é ado-
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tado, focando apenas na cavidade do substrato. Essa mudancga torna mais compreensivel
a avaliacao estrutural, pois, devido ao grande numero de estruturas, a representacao com
todos os residuos diminui a qualidade da visualizagao.

A Figura 3.4 mostra alguns residuos das proteinas da InhA na representacao em
palito. Esses residuos determinam parte da cavidade do substrato, conforme a identificacao
do programa CASTp [BNLO3]. As cores correspondem ao tipo de estrutura cristalizada com
a enzima: em roxo as estruturas contendo somente a coenzima NADH, em laranja as pro-
teinas contendo um aduto e em amarelo as estruturas cristalinas que possuem a coenzima
NADH mais algum ligante. Essa figura evidencia uma importante situacdo observada em
dois residuos que pertencem a cavidade do substrato dessa enzima. Os residuos TYR158
e PHE149 apresentam uma forma estrutural padrao, dependendo do tipo de composto que
interage com a cavidade de ligagdo do substrato. Essas caracteristicas estruturais definem
o tipo de composto que possui a maior probabilidade de afinidade com a estrutura cristalina.

Um conjunto de experimentos de docagem molecular foi realizado entre os tipos de
compostos e de proteinas. Os resultados mostraram que ha tanto perdas da FEB, quanto
alteracdes da correta predicao da forma estrutural do composto. Esses testes demonstra-
ram, também, haver diferencas na afinidade do complexo receptor-ligante conforme o tipo
de estrutura cristalina. Assim, esses resultados auxiliam na elaboracao de um método para
a avaliacdo de modelos FFR, visto que esses modelos sédo criados a partir de uma estru-
tura cristalina. Desta forma, os modelos FFR, gerados a partir de um tipo especifico e que
sejam capazes de reproduzir a afinidade e a mesma forma estrutural dos compostos de
outros tipos de estruturas, poderiam ser definidos como modelos de boa qualidade.

Figura 3.4 — Alguns residuos delimitadores da cavidade do substrato apresentados no for-
mato palito. As estruturas cristalinas foram divididas em cores que correspondem aos 3
tipos de estruturas encontradas: Em roxo estdo as enzimas que possuem somente a co-
enzima NADH. Em laranja estdo as estruturas cristalinas com adutos e, em amarelo, as
proteinas que possuem a coenzima com algum ligante cristalizado. Em destaque, os re-
siduos TYR158 e PHE149 que apresentam similaridades na variagdo conforme o tipo de
composto complexado.
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Além disso, o alinhamento das estruturas cristalinas, apresentado na sec¢ao 3.3.1,
possibilita aos pesquisadores uma forma rapida e acurada de verificar os resultados de ex-
perimentos de docagem molecular com esses compostos. Os receptores que ndo possuem
um composto conhecido necessitam de uma analise detalhada de um especialista de domi-
nio para identificar o posicionamento mais adequado. Desta forma, utilizar o posicionamento
dos ligantes de estruturas cristalinas como referéncia fornece uma maior confiabilidade so-
bre a correta predicdo da estrutura encontrada pelo algoritmo de docagem molecular.

3.5.2 Modelo FFR da enzima InhA

Este capitulo descreveu um modelo FFR contendo, inicialmente, 20.000 conforma-
cbes. No entanto, as avaliagdes do RMSD mostraram uma grande instabilidade no inicio
da trajetéria, sendo as primeiras 500 conformacdes descartadas. Esse modelo FFR néo
foi o primeiro a ser gerado em nosso grupo. Nos ultimos anos, importantes progressos
foram realizados em nossas pesquisas considerando as avaliagdes obtidas a partir das in-
teracdes entre o modelo FFR de 3.100 ps e 4 pequenas moléculas (NADH, TCL, PIF e
ETH) [De 12, WMNdSRO09]. No entanto, no trabalho apresentado em De Paris [De 12] ndo
houve uma investigacdo aprofundada sobre a qualidade das docagens (sua contribuicéo foi
direcionada para a reducao do tempo necessario em simulagdes de docagens molecula-
res), € em [MSRNdS07, MSR*08, WMNdSR09] os estudos foram feitos na cavidade alvo
da enzima InhA sem a presenca da coenzima NADH. Essa coenzima é um composto orga-
nico encontrado nas células de todos os seres vivos e possui fundamental importancia nas
reacbes metabdlicas, tendo um papel preponderante na produgéo de energia para a célula.
Assim, encontrar candidatos a farmaco que atuem como concorrentes a mesma posicao
adotada por essa coenzima, pode impossibilitar a docagem da coenzima na InhA. Caso
essa coenzima nao forme o complexo na cavidade da InhA, isso pode ocasionar reagdes
biol6gicas indesejaveis no paciente [PASR™13, QDS*96]. Entdo o objetivo é buscar novos
inibidores que sejam seletivos para a enzima InhA-NADH de Mtb com a coenzima NADH
fazendo parte dessa proteina, restringindo o sitio de ligacao de modo que fique livre apenas
a cavidade de ligacao do substrato.

Apé6s a geracao desse modelo FFR, é apropriado que essa nova trajetéria seja
submetida a diversos experimentos in silico baseados em docagem molecular a fim de va-
lidar as estruturas obtidas. Desta forma, espera-se que modelos FFR, gerados a partir de
uma estrutura cristalina, sejam capazes de reproduzir a afinidade e a mesma forma estru-
tural dos compostos de outros tipos de estruturas cristalinas (Figura 3.4). Contudo, uma
validagdo completa desse modelo FFR somente poderia ser feita utilizando a completa re-
producao de experimentos in silico com todos os ligantes, obtidos das estruturas cristalinas,
conhecidos atualmente na comunidade cientifica. Esse conjunto de experimentos validaria
com um alto grau de confiabilidade o modelo FFR gerado.
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Nesse sentido, o proximo Capitulo apresenta 3 estudos com a enzima InhA de
Mycobacterium tuberculosis. O primeiro realiza uma avaliacao das estruturas cristalinas da
InhA depositadas no PDB [BWF*00] com o conjunto dos seus 20 respectivos ligantes. O
segundo estudo avalia se esse mesmo conjunto de ligantes consegue obter boas interacdes
com a estrutura cristalina 1ENY, que gerou o modelo FFR. Por fim, o terceiro estudo avalia
os experimentos de docagem molecular realizados entre o modelo FFR da enzima InhA de
Mtb de 19,5 ns e o conjunto de ligantes/adutos das estruturas cristalinas.
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4, Avaliacao da qualidade das estruturas do modelo FFR da InhA
de Mtb de 19,5 ns

Neste Capitulo sdo apresentados detalhes da avaliacao de 3 conjuntos de ex-
perimentos de docagem molecular. Esses conjuntos de experimentos buscam identificar
padrdes de interacdes in silico do complexo receptor-ligante de estruturas bem conheci-
das in vivo. Desta forma, as analises consideram uma selecao de estruturas cristalinas de
proteinas com ligantes presentes no sitio do Protein Data Bank (sitio web que disponibi-
liza estruturas experimentais de proteinas) [BWF+00]. Essas proteinas cristalinas possuem
grande respaldo na comunidade cientifica. No entanto, existe uma limitada quantidade de
estruturas da InhA em virtude da complexidade e dos custos envolvidos no processo da
cristalografia. Devido a essas limitacdes, pesquisadores tém investido na utilizacdo de mo-
delos capazes de incorporarem a flexibilidade da proteina, possibilitando uma variedade de
estruturas que nao sao contempladas cristalograficamente. Contudo, estudos precisam afe-
rir, também, a qualidade dos modelos criados, porque 0 aumento da quantidade dos graus
de liberdade pode ocasionar a geragao de estruturas falso positivas. Assim, as informacoes
resultantes das avaliagdes de estruturas cristalinas servem como parametros para analisar
os resultados de docagem molecular realizados com o modelo FFR de 19,5 ns.

A proxima secao descreve o protocolo utilizado para a preparacao dos arquivos a
serem submetidos a execugao dos experimentos de docagem molecular. Em seguida, os
experimentos de redocking e cross docking com os compostos obtidos das estruturas ex-
perimentais existentes da InhA de Mib, descritas na Tabela 3.1, sdo descritos em detalhes.

4.1 Protocolo de docagem molecular

Esta secao apresenta os passos adotados para a preparagao dos arquivos sub-
metidos aos experimentos de docagem molecular. O protocolo apresentado nesta secao
segue as orientacdes definidas em [HM08, MHOO8]. A subsecdo 4.1.1 mostra as etapas
para a preparacao do receptor e do ligantes. Apds, as subsecdes 4.1.2 e 4.1.3 descrevem
0s arquivos de parametros gerados para os programas AutoGrid e AutoDock, respectiva-
mente.

411 Preparacao da proteina e do ligante

A preparacao dos arquivos da proteina e do ligante seguiu o protocolo definido
por [HM08, MHOOQ8], utilizando como interface grafica o AutoDockTools 1.5.6 [MHL*09].
Todas as moléculas foram editadas, seguindo os seguintes passos:
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Passo 1: Analisar a estrutura, verificando a correta composicéo estrutural das intera-
coes entre os atomos.

Passo 2: Remover as moléculas de agua, uma vez que os experimentos de docagem
molecular utilizados nesta tese ndo consideram a presenca deste solvente.

Passo 3: Adicionar todos os Hidrogénios da proteina, renumerando os atomos para
manter a sequéncia ordenada ao final da preparacéo.

Passo 4: Atribuir as cargas parciais de cada tipo de atomo. Nesta tese foi utili-
zado o método desenvolvido por Gasteiger para a atribuicdo das cargas parciais.
Nesse método, o valor total da carga da estrutura deve ser proximo de um numero
inteiro [GM80].

Passo 5: Unir os hidrogénios ndo-polares com o atomo pesado mais préximo, so-
mando as cargas de Gasteiger dos &tomos unidos.

Passo 6: Assinalar os tipos de atomos “AD4.0”, convertendo os cédigos de atomos
que o AutoDock nao identifica.

Passo 7: Salvar a estrutura no formato “pdbqgt”, mantendo apenas o rétulo “ATOM”
neste arquivo final.

Neste ponto, o arquivo do receptor esta pronto para a preparagcédo dos arquivos de

parametros do AutoGrid e do AutoDock. No entanto, existe mais uma sequéncia de passos
para terminar a edicdo do ligante, considerando, ou ndo, a sua flexibilidade:

» Passo 8: Abrir a estrutura do ligante no formato “pdbqt” salva no Passo 7.

» Passo 9: Selecionar as tor¢des mais adequadas identificadas pelo programa ou definir

o numero 0 de tor¢do para tratar o ligante rigido.

» Passo 10: Salvar novamente a estrutura no formato “pdbqt”.

Esses passos para a preparagdo das moléculas foram aplicados no modelo FFR

de 19,5 ns e nos ligantes e, também em seus respectivos receptores, detalhados nas Figu-
ras 4.1 e 4.2. Conforme as diferencas estruturais descritas na secao 3.2.1, a preparacao
dos arquivos para os experimentos de docagem molecular séo feitas de formas distintas,
de acordo com o tipo de composto a ser testado:

* Ligantes: € necessario avaliar a interacdo molecular da pequena molécula com a

enzima InhA contendo a coenzima NADH ja acoplada em sua estrutura.

» Adutos: sado formados por ligantes conectados com a coenzima NADH. Os experimen-

tos de docagem molecular com adutos sdo realizados apenas com a enzima InhA.
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As Figuras 4.1 e 4.2 descrevem as estruturas 3D dos ligantes e adutos extraidos
das estruturas cristalinas descritas na Tabela 3.1 disponiveis a época em que esses expe-
rimentos foram avaliados. Além da forma estrutural, estao incluidas as informagdes sobre
as ligacoes rotacionaveis de cada composto. Portanto, os calculos de docagem molecular
nesta etapa consideram o alvo molecular rigido e o ligante na forma flexivel.

Ao final desse conjunto de passos, ambos, receptores e ligantes, estdo prontos
para serem submetidos ao programa AutoGrid e, posteriormente, ao programa AutoDock.
As prdximas subsecdes descrevem os parametros que definem o tamanho e o posiciona-
mento da regido que delimita o espaco de busca e, também, os parametros de entrada do
algoritmo de docagem molecular.

TCL (PDB ID:1P45) TCL (PDB ID:2B35) GEQ (PDB ID:1P44) 4PI (PDB ID:2NSD)

5PP (PDB ID:2B36) 8PS (PDB |D:2B37) TCU (PDB ID:2X22) 566 (PDB ID:2H71)

665 (PDB ID:2H7L) 641 (PDB ID:2H7M) 744 (PDB ID:2H7N) 468 (PDB ID:2H7P)

8PC (PDB ID:3FNE) IPJ (PDB I1D:3FNH) JPM (PDB ID:3FNF) JPL (PDB ID:3FNE}

Figura 4.1 — Estrutura 3D dos ligantes usados nos experimentos de docagem molecular.
Cada ligante esta colorido de acordo com o tipo de atomo (Carbono: cinza, Nitrogénio:
azul, Oxigénio: vermelho, Cloro: verde e Hidrogénio: branco), identificado com o seu nhome
e a estrutura cristalina de origem (PDB ID). Os circulos pontilhados identificam as ligacdes
rotacionaveis que foram selecionadas pelo programa AutoDockTools 1.5.6 [MHL*09].



60

ETH-NAD (PDB ID: 2HS1}

{

INH-NAD (PDB ID: 1ZID) PTH-NAD (PDB ID: 2NTJ)

Figura 4.2 — Estrutura 3D dos adutos utilizados nos experimentos de docagem molecular.
Cada aduto esté colorido de acordo com o tipo de atomo (Carbono: cinza, Nitrogénio: azul,
Oxigénio: vermelho, Cloro: verde, Fésforo: laranja e Hidrogénio: branco). As moléculas
estdo identificadas com o seu nome e os nomes das estruturas cristalinas de origem (PDB
ID). Os circulos pontilhados identificam as ligacdes rotacionaveis que foram selecionadas
pelo programa AutoDockTools 1.5.6 [MHL*09].

41.2  Preparacao do arquivo de parametros do AutoGrid

O AutoGrid € um programa que calcula um conjunto de malhas para medir a afini-
dade entre os atomos do ligante e os atomos da cavidade alvo do receptor. Essas malhas
definem a energia potencial dos atomos do ligante com todos os atomos do receptor com
uma distancia de até 8 A [MHL™09]. O tamanho dessa malha é definido pelas variaveis n,
n, € n,, formando uma caixa 3D (conforme pode ser visto na Figura 4.3). Antes de calcular
os valores da energia potencial, o centro dessa caixa 3D deve ser posicionado na regiao
onde espera-se que ocorra o posicionamento da pequena molécula na macromolécula. As-
sim, essa caixa serve para restringir as regides acessiveis ao ligante. A Figura 4.3 mostra
um exemplo de uma caixa 3D.

Neste trabalho, o posicionamento da caixa 3D é definido com as mesmas coor-
denadas do centro geométrico da pequena molécula de referéncia. O tamanho da caixa é
definido conforme o tipo da pequena molécula a ser avaliada, podendo ser um ligante ou
um aduto. Apés a centralizacdo das caixas 3D projetadas para as estruturas cristalinas e
para a primeira conformacao do modelo FFR, elas sdo avaliadas manualmente por inspe-
cao visual para validar se os limites da caixa englobam ao mesmo tempo a estrutura da
pequena molécula e a area acessivel ao solvente da cavidade de ligacao do substrato.

As malhas foram geradas conforme a composicao dos atomos do complexo receptor-
ligante. Além das malhas de afinidade dos atomos, outras duas malhas sao geradas para
catalogar o potencial eletrostatico e o potencial de dessolvatagdo. Um fragmento desse
arquivo de parametros do programa AutoGrid esta na Figura 4.4.
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Espacamento da malha (em A)

Ponto da malha

Sonda quimica —

Figura 4.3 — Exemplo da malha de afinidade entre os atomos do ligante e os atomos da
cavidade alvo do receptor gerada pelo programa AutoGrid. A sonda quimica passa pela
malha 3D delimitada pelos parametros n,, n, € n., registrando a energia potencial em cada
ponto desta malha. A superficie da proteina esta representada em cinza claro e em cinza
escuro esta a regiado da cavidade de ligagao. O ligante esta na representagcéo de palitos em
azul escuro. Figura adaptada de [MGH*01].

npts 50 50 50 # num.grid points in xyz

gridfld receptor.maps.fid # grid_data_file

spacing 0.375 # spacing(A)

receptor_types ___ # receptor atom types

ligand_types __ # ligand atom types

receptor receptor.pdbqt # macromolecule name

gridcenter x y z # xyz-coordinates or auto

smooth 0.5 # store minimum energy w/in rad(A)
map receptor.__.map # atom-specific affinity map
elecmap receptor.e.map # electrostatic potential map
dsolvmap receptor.d.map # desolvation potential map
dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant

Figura 4.4 — Fragmento do arquivo de parametros do programa AutoGrid contendo informa-
¢bes dos atomos do ligante e do receptor. Este arquivo também determina o tamanho e o
posicionamento da caixa utilizadas pelo programa AutoGrid. O tamanho da caixa 3D (pa-
rametros n,, n, € n,) € ajustado conforme o tipo da pequena molécula, sendo a 50x50x50
para a docagem com ligantes e 60x50x50 para a docagem com adutos. Os tipos de atomos
sao definidos conforme a composicao dos &tomos do complexo receptor-ligante.
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4.1.3  Preparagéo do arquivo de parametros do Autodock4

Assim como o programa AutoGrid, o AutoDock também necessita de um arquivo
de parametros para determinar as principais propriedades dos arquivos do receptor e do
ligante a serem avaliados (arquivos gerados na secao 4.1.1). As conformagdes a serem
testadas em experimentos de docagem molecular sdo definidas como estruturas rigidas (a
flexibilidade do receptor é considerada somente quando existe a submissdo de diversas
conformagdes da mesma proteina, como no modelo FFR). Os ligantes s&o definidos como
estruturas flexiveis, conforme as ligacdes rotacionaveis definidas nas Figuras 4.1 e 4.2.

Nesta tese foi utilizado o algoritmo genético Lamarckiano como método de busca
global. A populacao inicial comegou com 150 individuos, contendo um numero maximo
de 27.000 geragdes, ou 3.000.000 de avaliagcdes de energia, mantendo sempre o melhor
individuo a cada geragdo. Os operadores de mutacédo e crossover foram aplicados com
valores de 0,02 e 0,80, respectivamente. A busca local é realizada pelo algoritmo Solis
e Wets [SW81]. Os ligantes sao definidos como estruturas flexiveis e desta forma, o nu-
mero de execucgdes a serem feitas aumentou de 10 para 25 para explorar uma quantidade
maior de resultados de docagem. Um fragmento desse arquivo contendo os parametros de
entrada do AutoDock é mostrado na Figura 4.5.

4.2 Experimentos de Docagem Molecular

Os experimentos de docagem molecular foram realizados com o programa Auto-
dock4 release 4.2.5.1 [MHL*09], utilizando uma fungao de pontuagéo empirica para estimar
a energia livre de ligacao da interacdo. Esses experimentos podem ser separados em duas
categorias quanto ao tipo de complexos receptor-ligante avaliados [MGH*98]:

* Redocking: € o processo cujo objetivo é o de reencontrar, a partir de uma simula-
cao computacional com experimentos de docagem molecular, a posicao original da
pequena molécula dentro da prépria estrutura do receptor que ela foi retirada.

» Cross docking: é o processo de se avaliar um complexo receptor-ligante, onde o li-
gante a ser testado ndo tenha sido obtido da prépria estrutura do receptor o qual
esteja sendo avaliado.

O processo de redocking é frequentemente realizado para verificar se os para-
metros de docagem especificados no arquivo de entrada para o método de docagem sao
corretos e capazes de recuperar a interacado e a estrutura de um complexo conhecido. Ja
0 processo de cross docking é interessante para estudar a especificidade entre os recep-
tores e os ligantes. Quando existem varios receptores da mesma proteina, com diferentes
conformacdes, a avaliagdo pode fornecer valiosas informagdes sobre os efeitos do encaixe
induzido apés ligagéao.
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## Parametros Gerais
autodock_parameter_version 4.2  # used by autodock to set parameter

outlev 1 # diagnostic output level
seed 71277 142554 # seeds for random generator
ligand_types ___ # atoms types in ligand

fld receptor.maps.fld # grid_data_file

map receptor.___.map # atom-specific affinity map
elecmap receptor.e.map # electrostatics map
desolvmap receptor.d.map # desolvation map

move ligand_ini.pdbqt # small molecule

about coord_x coord_y coord_z # small molecule center
rmsref ligand_ref.pdbgt # reference small molecule
torsdof X # torsional degrees of freedom

## Parametros do estado inicial da busca

tran0 random # initial coordinates/A or random
quaternion0 random # initial orientation
dihe0 random # initial dihedrals (relative) or random

## Parametros do Algoritmo Lamarckiano

ga_pop_size 150 # n° of individuals in population
ga_num_evals 3000000 # max n° of energy evaluations
ga_num_generations 27000 # max n° of generations

ga_mutation_rate 0.02 # rate of gene mutation
ga_crossover_rate 0.80 # rate of crossover

set_ga # set the above parameters for GA or LGA
ga_run 25 # do this many hybrid GA-LS runs
ga_elitism 1 # n° of top individuals to survive to

next generation

## Parametros da analise dos agrupamentos
rmstol 2.0 # cluster_tolerance/A
analysis # perform a ranked cluster analysis

Figura 4.5 — Fragmento do arquivo contendo os parametros utilizados nos experimentos de
docagem molecular. O valor da variavel torsdof varia conforme o ligante/aduto a ser testado
de acordo com o numero de tor¢coées da pequena molécula. O algoritmo genético tem uma
populacao inicial de 150 individuos, sendo cada célculo efetuado por até 27.000 geracdes
ou 3 milhGes de avaliagdes da energia. Devido a flexibilidade da molécula, o0 nUmero de
execucoes escolhido é de 25.
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Um dos principais objetivos deste Capitulo € a avaliacdo da flexibilidade do modelo
FFR de InhA de Mitb de 19,5 ns, descrevendo importantes caracteristicas fisico-quimicas
das interagcdes deste modelo com os 20 ligantes/adutos candidatos a farmaco da proteina
InhA presentes no sitio do PDB e descritos na subsec¢éo 4.1.1. Contudo, antes de realizar
0s experimentos de cross docking com o modelo FFR, sdo necessarias duas avaliacoes. A
primeira trata-se de uma avaliagdo de redocking com os ligantes/adutos das estruturas da
InhA de Mtb disponiveis no PDB para validar os parametros adotados para a definigcdo das
malhas e da docagem molecular. A segunda avalia a flexibilidade do modelo FFR com um
estudo da proteina 1ENY, cuja estrutura cristalina foi a base para a geragéao do modelo FFR
de 19,5 ns. Desta forma, docagens moleculares com o modelo FFR, reproduzindo os sitios
de ligagao das estruturas cristalinas nao acessiveis a 1ENY, evidenciariam a importancia de
modelo flexiveis. Assim, as préximas Subsecdes descrevem os 3 experimentos de docagem
molecular realizados nesta tese para avaliar as estruturas da enzima InhA de Mib.

4.21 Experimentos de redocking com as estruturas cristalinas da proteina InhA.

A execucao desse conjunto de experimentos de docagem molecular é baseada no
protocolo de preparacao dos arquivos de parametros, descritos nas secoes 4.1.2 e 4.1.3,
considerando o conjunto de pequenas moléculas das Figuras 4.1 e 4.2 testados com suas
respectivas proteinas. A quantidade de experimentos necessarios é relativamente baixa,
visto que os testes de docagem molecular avaliam cada ligante/aduto com a sua respec-
tiva estrutura cristalina. Assim, as avaliagdes de redocking nao representam uma tarefa
onerosa.

Aplbs a execucao dos experimentos de docagem molecular, o melhor encaixe in-
dicado pelo programa AutoDock para cada interacao receptor-ligante € identificado pelo
menor valor da FEB e, depois, pelo menor valor do RMSD com relagéo ao ligante de re-
feréncia. Esses resultados estdo descritos na coluna redocking da Tabela 4.1. A posicao
resultante da predicdo com a menor energia fornecida pelo AutoDock é definida como “ade-
quadamente docada” quando o valor do RMSD resultar em um valor menor ou igual a 2.0
A a partir da posicdo da estrutura de referéncia [GHK00, WLW03, VGKO5].

Na Tabela 4.1, pode-se observar que os experimentos de redocking apresenta-
ram um alto grau de similaridade entre as poses preditas pelo programa de docagem e a
pose real obtida da estrutura cristalina. Apenas 20% dos experimentos executados apre-
sentam o valor do RMSD com 1,0 A ou mais da estrutura experimental, corroborando a alta
precisdo dos parametros de docagem estipulados. Com base nesses resultados, pode-se
afirmar que tanto os valores dos parametros dos programas de docagem (definicées do al-
goritmo de busca e da funcao de escore) quanto os valores calculados das cargas parciais
mostraram-se adequados.
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422 Experimentos de cross docking entre os ligantes das estruturas cristalinas da pro-
teina InhA com o receptor 1ENY.

O principal objetivo desse conjunto de experimentos € identificar se os ligantes
cristalizados com as estruturas da InhA conseguem ser gerados com uma estrutura con-
formacional similar, quando estes ligantes sao testados com uma estrutura que tenha sido
cristalizada apenas com a coenzima dentro do sitio ativo. A estrutura cristalina 1TENY é um
exemplo desse tipo de estrutura, sendo esta também a estrutura base para a geragao do
modelo FFR de 19,5 ns.

A execucao desse conjunto de experimentos segue o protocolo de preparagao
dos arquivos de parametros descritos nas secoes 4.1.2 e 4.1.3, considerando o conjunto
de pequenas moléculas sendo testadas com a estrutura 1ENY. Assim como na etapa de
redocking, a quantidade de experimentos necessarios também é baixa, visto que os testes
consideram os ligantes/adutos das estruturas cristalinas com apenas uma proteina. Assim,
essas avaliagdes também néo representam uma tarefa onerosa.

Na Tabela 4.1, a coluna cross docking com a 1TENY mostra os valores da FEB e do
RMSD das docagens moleculares realizadas com o conjunto de dados desta se¢édo. Esses
resultados demonstram que 70% dos experimentos de cross docking com a estrutura da
1ENY n&o conseguiram reproduzir a estrutura conformacional indicada pela estrutura de
referéncia, ou seja, apenas 30% dos resultados apresentaram valores do RMSD menores
ou iguais a 2.0 A, sendo considerados empiricamente como estruturas dissimilares [GHKOO,
WLWO03, VGKO05]. A analise dos valores de FEB desse conjunto de experimentos também
apresentou valores maiores que os encontrados nos experimentos de redocking em 95%
dos casos.

4.2.3 Experimentos de cross docking entre os ligantes das estruturas cristalinas da pro-
teina InhA com o modelo FFR de 19,5 ns.

Os experimentos de cross docking descritos nesta subsecdo sao aplicados para
avaliar o modelo FFR da InhA de 19,5 ns com o mesmo conjunto de ligantes e adutos
utilizados nos experimentos anteriores. A Figura 4.6 esboca a forma de avaliacdo dos
experimentos de cross docking, mostrando os experimentos de docagem molecular de cada
conformacédo do modelo FFR com cada pequena molécula a ser avaliada.

Nos experimentos anteriores, os arquivos de configuracao da caixa e da docagem
molecular haviam sido criados manualmente. No entanto, a preparagao do modelo FFR
de 19,5 ns requer a preparagao de 60.000 arquivos para cada experimento. O middleware
FReMlI, desenvolvido por [DPFAdSR11], foi utilizado para criar os arquivos de preparacao
de forma automatica, utilizando um arquivo modelo. Os arquivos modelo variam de acordo
com as caracteristicas de cada ligante/aduto a ser testado.
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Tabela 4.1 — Resultado dos experimentos de redocking das estruturas cristalinas e cross
docking dos ligantes das estruturas cristalinas com a estrutura 1ENY e com o modelo FFR.
A comparacao desses experimentos evidencia os melhores valores da FEB obtidos nos ex-
perimentos de redocking. O experimento de cross docking com o0 modelo FFR, embora nédo
tenha apresentado os valores da FEB similares aos experimentos de redocking, resultou
em um ganho tanto nos valores da FEB quanto do RMSD quando comparados aos experi-
mentos de cross docking com a estrutura 1TENY. Em verde estao os valores de RMSD até
2.0 A e, em vermelho os valores acima deste limiar.

PO D | Gomposto | Fe000kina | (8 SRR | modelo FFR 9.8 ne
FEB RMSD | FEB RMSD | FEB RMSD
1P44 GEQ -11,6 0,5 -9,5 3,9 -10,4 2,8
1P45 TCL -8,7 0,7 -7,1 2,1 -7,0 0,4
2B35 TCL -6,8 0,5 -7,2 2,0 -8,1 1,5
2B36 5PP -7,8 1,0 -7,7 3,8 -8,1 1,4
2B37 8PS -7,3 0,9 -6,9 2,9 -7,3 2,9
2H7I 566 -8,7 1,2 -7,0 1,9 -7,2 1,7
2H7L 665 -10,5 0,9 -8,1 3,4 -8,1 2,3
2H7M 641 -9,8 0,8 -8,6 3,3 -8,1 2,4
2H7N 744 -10,1 0,9 -8,3 4,3 -8,3 2,7
2H7P 468 -9,5 0,7 -8,4 2,9 -8,6 2,5
3FNE 8PC -9,9 1,1 -8,2 4,6 -8,2 1,8
3FNF JPM -10,0 04 -7,7 2,4 -6,6 1,9
3FNG JPL -10,4 0,5 -8,2 2,1 -9,7 1,6
3FNH JPJ -10,2 1,3 -8,3 4,2 -9,3 1,8
2NSD 4P| -11,0 0,8 -7,8 4.4 -9,0 2,0
2X22 TCU -10,0 0,5 -6,5 3,0 -8,3 1,4
2H9I ETH-NAD | -11,7 0,8 -8,8 1,9 -11,5 1,2
1ZID INH-NAD |-10,3 0,8 -6,9 2,0 -7,0 1,6
2IDZ INH-NAD | -114 0,7 -8,3 2,8 -8,9 1,3
2NTJ PTH-NAD |-129 0,8 |-10,3 1,9 -11,1 1,8
Média: -9,9 0,8 -8,0 3,0 -8,5 1,9
Desvio padréao: 1,5 0,2 0,9 0,9 1,3 0,6

Devido ao tempo computacional necesséario para executar esses experimentos,
o middleware FReM| [DPFdSR11] foi utilizado para gerenciar e paralelizar as 19.500 ex-
perimentos de docagem molecular. Essas execugdes foram realizadas em 3 computadores
com processador Quad-core i7 2600 3.4 GHz, com 12 GB de RAM, SO Linux Ubuntu 13.04.
Embora os testes de cada conformagéo do modelo FFR tenham sido paralelizados e exe-
cutados em maquinas de alto desempenho, alguns experimentos necessitaram acima de 4
semanas para serem finalizados. No total, aproximadamente 4 meses foram necessarios
para a execugao completa.
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Modelo FFR de 20 ns da InhA
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Figura 4.6 — Representacdo do processo da docagem molecular entre o modelo FFR e
pequenas moléculas. As estruturas dentro do retadngulo representam o modelo FFR de
20.000 ps definido como o estudo de caso deste trabalho [GCNdS07]. A regidao em des-
taque mostra os experimentos de docagem molecular realizados entre cada conformacéao
com diferentes ligantes. Adaptado de [QDPRNdS14].

Na Tabela 4.1, a coluna cross docking com o modelo FFR de 19,5 ns apresenta os
resultados dos experimentos de docagem molecular descritos nesta subsecdo. Um compa-
rativo mostra que, de modo geral, os resultados desta secao sdo melhores que os apresen-
tados no experimento de cross docking com a estrutura da 1ENY. Essa diferenga fica mais
evidente na comparacao entre as médias e os desvios padrdo da FEB e do RMSD. Exis-
tem particularidades nas medidas de FEB e RMSD que reforcam a necessidade de uma
interpretacao diferente entre os valores do desvio padrdo da FEB e do RMSD'.

As avaliacdes das médias da FEB e do RMSD mostram que os experimentos de
docagem molecular descritos nesta subsecao foram mais adequados que 0s experimen-
tos de cross docking com a estrutura da 1ENY. Além disso, os valores do desvio padréo do
RMSD apontaram que as estruturas resultantes da docagem molecular s&o estruturalmente
mais similares a estrutura de referéncia. As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam as comparacgoes
dos valores da FEB e do RMSD entre os experimentos de redocking das estruturas crista-
linas e cross docking dos ligantes das estruturas cristalinas com a estrutura 1TENY e com o
modelo FFR de 19,5 ns [GCNdSO07], respectivamente.

Esses experimentos também apontam que a diferenca entre os valores encon-
trados nos experimentos de cross docking da estrutura cristalina 1ENY e do modelo FFR
estdo diretamente relacionados a flexibilidade da proteina. Nos adutos, a parte da co-
enzima NADH se encaixa de maneira adequada a sua cavidade de ligacdo. No entanto,

'A medida da FEB pode apresentar bons resultados com valores muitos diferentes devido as estruturas
envolvidas na interagao do complexo receptor-ligante. No entanto, independente da estrutura avaliada, valores
préximos de 0.0 A representam bons resultados para o RMSD.



68

-4.0

-6.0

&
o

FEB (kcal/mol)

-10.0

2B35 2NSD 2B36 3FNE 2B37 2H7P 2H71 2H7M 2H7L 2H7N 1P44 3FNH 3FNG 3FNF 2X22 1ZID 2IDZ 2NT|] 1BVR 1P45
Ligands (PDB ID)

@ Redocking @ cross docking FFR (@l Cross docking 1ENY

Figura 4.7 — Comparacgao dos valores da FEB entre os experimentos de redocking das
estruturas cristalinas e cross docking dos ligantes das estruturas cristalinas com a estrutura
1ENY e com o modelo FFR. A comparacdo desses experimentos evidencia os melhores
valores da FEB obtidos nos experimentos de redocking (em verde). Os resultados obtidos
nos experimentos de cross docking com o modelo FFR apresentaram, em geral, valores
mais adequados que os experimentos de cross docking com a estrutura 1ENY.
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Figura 4.8 — Comparacao dos valores do RMSD entre os experimentos de redocking das
estruturas cristalinas e cross docking dos ligantes das estruturas cristalinas com a estru-
tura TENY e com o modelo FFR. Os experimentos de redocking apresentaram resultados
muitos préximos das conformacdes de referéncia. Os experimentos de cross docking com
o modelo FFR também mostraram bons resultados (em azul), obtendo, em geral, valores
de RMSD menores ou iguais a 2.0 A a partir da posicdo da estrutura de referéncia (em
vermelho).



69

a formacao de fendas na cavidade de ligacdo do substrato para o encaixe adequado da
porcao do ligante tornou-se possivel somente no modelo FFR. Desta forma, os melhores
resultados tanto de RMSD quanto os valores da FEB s&o obtidos nos experimentos com o
modelo FFR. Cabe ressaltar que o modelo FFR foi gerado a partir de uma simulacao DM
do complexo enzima InhA-NADH. Os resultados obtidos com os ligantes ndo apresentaram
sensiveis diferencas com relacdo aos valores da FEB, como ja era esperado, devido as
interagdes ocorrerem no mesmo sitio ligagdo. Por outro lado, os valores do RMSD foram
consideravelmente menores que nos experimentos de cross docking com a 1ENY, clara-
mente mostrando que o modelo FFR da InhA é capaz de capturar suas conformacdes de
acordo com uma estrutura cristalina experimental.

4.3 Consideracgoes Finais

Trabalhos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa consideravam experi-
mentos com até 4 ligantes em um modelo FFR de 3.100 conformagdes para aplicagdes de
técnicas de mineracao de dados [MSRNdS07, MSR*08, WMNdSRO09, De 12]. Este Capi-
tulo descreveu a avaliacao de um conjunto de 20 experimentos de docagem molecular com
um modelo FFR de 19.500 conformagdes. Esse novo conjunto de dados permite valida-
cbes com uma maior confiabilidade envolvendo os estudos de mineracdo de dados, visto
que esses dados sdo um estudo completo das estruturas cristalinas reconhecidas pela co-
munidade cientifica.

Uma analise com um conjunto de experimentos de redocking e cross docking foi
realizada, buscando aferir a qualidade dos experimentos in silico estudados. Os valores
do RMSD da Tabela 4.1 mostraram que os experimentos de cross docking com o modelo
FFR reproduziram adequadamente o modo de ligagédo existente nas estruturas cristalinas
em 70%, enquanto os experimentos de cross docking com a 1ENY contemplaram apenas
30% dos resultados. Ao final, essa validacao do modelo FFR de 19,5 ns, gerado a partir da
estrutura cristalina 1ENY, foi capaz de reproduzir parte da afinidade e da forma estrutural
dos compostos de outros tipos de estruturas, validando o modelo FFR gerado, ou seja, os
experimentos com o modelo FFR mostraram que a partir de uma estrutura cristalina con-
tendo somente a coenzima NADH, é possivel gerar as conformagdes dos ligantes/adutos
de outras enzimas cristalinas da InhA.

No proximo capitulo é descrito o desenvolvimento de métodos para selecionar um
conjunto de estruturas representativas do modelo FFR utilizando técnicas de mineragéo de
dados. Diferentes técnicas de agrupamento sao relacionadas com base nas propriedades
da cavidade de ligacao do substrato. Apds a identificacdo das particbes pelo algoritmo, o
conjunto de experimentos descritos neste capitulo é utilizados para verificar se os resulta-
dos da FEB de cada particdo apresentam valores similares.
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5. Selecao de conjuntos de conformacoes similares do modelo FFR
de 19,5 ns baseado nas propriedades estruturais da cavidade de
ligacao do substrato da enzima InhA de Mitb

Algoritmos de agrupamento tém sido amplamente utilizados para reduzir a dimen-
sionalidade de trajetérias de modelos FFR [STTCO07, TvG94]. A maioria desses estudos
investigam diferentes algoritmos de agrupamento usando os valores de RMSD de pares de
atomos entre estruturas. No entanto, essa métrica pode ndo ser o indicador mais apro-
priado para particionar as conformag¢des quando ha uma cavidade de ligagdo do substrato
conhecida, uma vez que os valores de RMSD podem ser influenciados pelas mudancas
gue ocorrem em partes externas da cavidade de ligacao do substrato do receptor. Assim, é
possivel ocorrer cavidades de ligacao do substrato com diferentes sitios de ligacao e com
o mesmo valor de RMSD. Por essa razao, abordagens novas € promissoras para reduzir
modelos FFR, sem perda de informagao estrutural critica, devem ser investigadas [AL10].

Uma forma promissora de se agrupar as conformacées de um modelo FFR é con-
siderar apenas as estruturas que tém influéncia na cavidade de ligacdo do substrato. As-
sim, ha uma reducao do efeito das diferencas estruturais que ocorrem longe da cavidade
alvo e que, muitas vezes, nao influenciam na interagéo entre o complexo receptor-ligante.
Para solucionar esse problema, novos métodos sao propostos para agrupar as conforma-
cbOes baseados nas caracteristicas da cavidade de ligagdo do substrato de cada recep-
tor [QDPRNdS14, DPQRdANdS15]. Este capitulo descreve trés métodos para identificar
conjuntos de conformagdes similares no modelo FFR de 19,5 ns da enzima InhA de Mib.
Os dois primeiros métodos descritos neste capitulo sdo apresentados em maiores detalhes
em dois artigos ja publicados, sendo um artigo publicado na revista Expert Systems With
Aplications [QDPRNdS14] e o outro artigo publicado na revista PloS one [DPQRdNdS15].

A secao 5.1 apresenta um método de agrupamento de conformagdes baseado na
analise de 4 propriedades da cavidade de ligacao do substrato. Esse agrupamento foi o
primeiro estudo a buscar por grupos bem separados e compactos em relacdo aos grupos
formados somente a partir dos valores do RMSD. A sec¢éo 5.2 define o segundo método
de agrupamento de conformacdes baseado na analise de 12 propriedades da cavidade
de ligacdo do substrato. Ao final, esse método selecionou 192 estruturas representativas
comparando-as com outros dois conjuntos de estruturas representativas geradas a partir
dos valores de RMSD da estrutura inteira e da cavidade de ligacao do substrato. A se-
cao 5.3 apresenta um método de selec¢do de estruturas similares baseado em vetores de
caracteristicas fisico-quimicas da cavidade de ligacdo do substrato. Essas secdes des-
crevem as caracteristicas estruturais extraidas do modelo FFR consideradas para formar
o arquivo de entrada do algoritmo de agrupamento, os métodos estatisticos utilizados para
encontrar o numero de grupos ideal e, por fim, uma avaliagdo de cada agrupamento gerado.
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5.1 Agrupamento baseado na analise de 4 propriedades da cavidade de ligacao
do substrato.

O agrupamento descrito nesta segcdo apresenta um método de agrupamento de
conformacgdes baseado na analise de 4 propriedades da cavidade de ligacao do substrato.
Neste primeiro estudo, a intencao é identificar conjuntos de conformacdes similares, avali-
ando se 0s grupos gerados sdo mais separados e mais compactos em relagdo aos grupos
formados somente a partir dos valores do RMSD.

511 Propriedades estruturais da cavidade de ligacao do substrato.

As propriedades estruturais da cavidade de ligacdo do substrato de cada con-
formacao foram extraidas das 19.500 conformacdes que compdem o modelo FFR. Esse
conjunto de dados contém 4 atributos das propriedades estruturais da cavidade de ligacao
do substrato, sendo 1 atributo gerado pela ferramenta ptraj [CDCI*12] e os outros 3 atri-
butos capturados pelo programa CASTp [BNL03]. Os valores do RMSD foram calculados
comparando a primeira conformagao com as estruturas do modelo FFR, usando o moédulo
ptraj pertencente ao pacote AMBER 12 [CDCI*12]. Os outros atributos foram obtidos uti-
lizando o programa CASTp. Esse programa foi usado para detectar a area de superficie
acessivel ao solvente, o volume da cavidade de ligacao do substrato e identifica os atomos
gue determinam essa cavidade [BNLO03]. As caracteristicas estruturais extraidas de cada
cavidade de ligagao do substrato foram:

1. a area de superficie acessivel na cavidade de ligacdo do substrato (em A2);
2. o volume da cavidade de ligacdo do substrato (em A%); e

3. a quantidade de atomos pesados da enzima 1BVR [RVS*99] presentes na cavidade
de ligacao do substrato para cada conformagéo.

O CASTp fornece uma lista de todas as cavidades existentes na proteina, sendo
necessario desenvolver um método externo para identificar a cavidade de ligacao do subs-
trato correta em cada conformagdo do modelo FFR. Entédo, para identificar as cavidades
corretas, foi desenvolvido um método heuristico [DPQR*15] com base no nimero de ato-
mos no interior da cavidade de ligagdo ao substrato da enzima 1BVR [RVS199]. O analogo
de substrato, ligante situado dentro da estrutura cristalografica 1BVR, permitiu identificar
a cavidade de ligacao do substrato e os atomos que a constituem. A Figura 5.1 mostra a
cavidade de ligacdo do substrato da enzima 1BVR identificada pelo programa CASTp.

Um programa foi desenvolvido para submeter os arquivos das 19.500 conforma-
¢bes do modelo FFR ao sitio web do CASTp e identificar a cavidade de ligagdo do substrato
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em cada conformacédo. Apds essa identificacdo, o conjunto de dados com as proprieda-
des da cavidade de ligacao do substrato esta pronto para ser submetido ao algoritmo de
agrupamento. Uma anadlise da representacdo dos dados a serem agrupados mostrou ca-
racteristicas adequadas para a utilizacao do algoritmo k-means. A quantidade limitada de
grupos foi definida com base nos experimentos anteriores realizados com o padréo de da-
dos chamado Padrao Multiplas Instancias Autoadaptaveis (P-SaMl - do inglés Self-adaptive
Multiple Instances) [Hib10, HRFNdS15] que necessita, como dados de entrada, um con-
junto de agrupamentos do modelo FFR variando de 2 até 15 grupos.

No entanto, 0 k-means é um algoritmo de agrupamento que necessita previamente
da quantidade de grupos a serem formados como parametro [HW79, Llo82]. Desta forma,
€ necessaria a aplicacao de métodos estatisticos para determinar o nUmero de grupos mais
adequado para o conjunto de dados a ser avaliado. A préxima secao descreve trés métodos
estatisticos, bastante sedimentados na literatura, que foram utilizados neste estudo para
avaliar esse conjunto de dados variando o valor de k entre 2 e 15.

(b)

Figura 5.1 — Cavidade de ligagédo do substrato da enzima InhA de Mycobacterium tuberculo-
sis (PDB ID: 1BVR) identificada pelo programa CASTp. Proteina 1BVR usando a represen-
tacao de palitos colorida pelo tipo de atomo (carbono em cinza, nitrogénio em azul, oxigénio
em vermelho, enxofre em amarelo e o fésforo em laranja). (a) Cadeia A da estrutura crista-
lina 1BVR que foi submetida ao programa CASTp. (b) Em verde, a cavidade de ligacédo do
substrato da enzima 1BVR representada pelas esferas de van der Waals.
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5.1.2  Medidas de validacdo de agrupamento para estimar o numero de grupos.

As medidas de validacdo usadas para avaliar a qualidade dos grupos geradas
neste estudo sdo o indice Davies-Bouldin (DB) [DB79], indice Dunn [Dun73] e o gap es-
tatistico [TWHO1]. Essas medidas tém se mostrado importantes estratégias para avaliar a
qualidade de agrupamentos, especialmente quando elas sdo utilizadas em conjunto com
uma inspecao visual dos grupos gerados [HBV02, STTC07]. O indice DB (Equacao 5.1)
representa a similaridade média entre cada um dos grupos do conjunto de dados com o
grupo mais semelhante correspondente. Esse indice € a razdo entre a soma da dispersao
intraclasses e a separacgao interclasses, definido como:

i '
DB = - ;max#i {Dm} Dy = d (5.1)

onde k é o nimero de grupos, D;; é a distancia da disperséo entre os grupos i e j*, d;
e d; séo as distancias médias entre cada ponto do grupo com o centroide do agrupamento
e d;; € a distancia entre o centroide do grupo i e ;. O objetivo € minimizar a dispersédo
€ maximizar a separacao entre 0s grupos, assim, o numero de grupos k que minimiza a
Equacgéo 5.1 é definido como o valor mais adequado para este conjunto de dados.

Da mesma forma que o indice DB, o indice Dunn também identifica a melhor parti-
cao baseada em aspectos geométricos sobre as maiores distancias entre 0os grupos e com-
pactacdo dentro do grupo. As particdes que apresentam seus dados bem compactados e
separados recebem valores elevados de Dunn, tal como indicado na seguinte equacéo:

. . 3(Ci, Cy)
D= 1%13" { 1<Jl'q<lglj¢i { max diam(Cy) }} (5.2)

1<k<n

onde §(C;, C;) é a diferenga entre os grupos C; e C;, obtido pelo calculo do conjunto das
distancias intergrupos entre os grupos C; e C;. diam(C)) é o didmetro maximo entre os
pares de elementos do grupo k*. Desta forma, se o conjunto de dados contém grupos
compactos e bem separados, a separagao entre 0s grupos deve apresentar valores altos
enquanto que o didmetro dos grupos deve ser pequeno. Assim, valores que maximizem o
indice Dunn indicam grupos compactos e bem separados.

A estatistica gap [TWHO01] é baseada na comparacao da soma do quadrado das
distancias dentro do grupo de uma dada particdo com um grupo obtido a partir de dados
aleatérios. Essa estatistica € um procedimento para estimar o nimero de grupos para um
conjunto de dados, a qual compara as alteragdes na dispersao dentro de cada grupo com
o valor esperado sob uma distribuicao nula adequada utilizada como referéncia:
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W, = Z 2;r D,

onde £} representa o valor esperado para uma amostra de tamanho n, a partir da distribui-
cao de referéncia, n € o tamanho da amostra, k é a quantidade de grupos sendo avaliados,
W, é a dispersado agrupada dentro do grupo, n,. € o numero de objetos de dados no grupo r
e D, é a soma das distancias entre pares para todos os objetos no grupo r. A estatistica gap
€ calculada para grupos com diferentes valores de k e a estimativa do numero de grupos €
o valor de k para o qual a diferenca entre log(WW},) e a curva de referéncia é maior.

Considerando que os indices DB e Dunn tém como objetivo identificar grupos com-
pactos e bem separados, a estatistica gap tende a estimar o numero adequado de grupos
com base na dispersdo desses grupos. Portanto, uma particao ideal deve fornecer altos
valores para o indice Dunn e a estatistica gap e um baixo valor para o indice DB.

Apos definir os indices de validacao a serem mensurados, o procedimento para
identificar a particao ideal de acordo com os indices de validade do agrupamento é dividido
em trés passos. Primeiro, o conjunto de dados de entrada € criado para o algoritmo de
agrupamento. Ent&do, o algoritmo k-means € executado com o valor de k& variando de 2
até 15 grupos. Finalmente, se identifica 0 agrupamento mais adequado usando os indices
DB [DB79], Dunn [HBV02] e a estatistica gap [TWHO01].

Conforme descrito na Secao 5.1.1, foram extraidas as propriedades estruturais da
cavidade de ligacao do substrato de cada conformacao do receptor que compde o modelo
FFR. A area, o volume, o RMSD e a pontuacéao de atomos pesados para os 19.500 confor-
magcdes foram colocados em um arquivo CSV. Esse conjunto de dados compreende atribu-
tos com diferentes unidades e escalas. Desta forma, todos os valores foram normalizados
em uma escala dentro do intervalo [0,1] antes de executar o algoritmo k-means. O arquivo
CSV com os dados normalizados foi submetido ao algoritmo k-means com k variando de 2
a 15 de grupos.

A fim de avaliar a qualidade da particao formada pelo algoritmo k-means e identifi-
car qual a melhor solu¢ao, o conjunto de indices DB, Dunn e estatistica gap sao calculados
para as particoes com numeros distintos de grupos. Particdes que fornecem um valor baixo
para o indice DB e valores altos para a estatistica gap e indice Dunn indicam ser o melhor
agrupamento. As Figura 5.2-a e Figura 5.2-b mostram que 0 k-means gera uma particao
gue mostra um valor maximo para a estatistica gap e indice Dunn, quando o agrupamento
de dados possui 10 grupos. No entanto, o indice DB (Figura 5.2-c) mostra uma pequena
preferéncia por 11 grupos (ao invés de 10).
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Figura 5.2 — Graficos das avaliagdes dos indices DB, Dunn e estatistica gap identificando o
valor de k mais adequado considerando o modelo FFR. (a) Estatistica gap. (b) indice Dunn.
(c) indice DB. Os circulos pretos identificam o melhor nimero de grupos para cada indice. A
estatistica gap foi utilizada como critério de desempate para selecionar entre k=10 e k=11,
como sugerido pelos indices Dunn e DB, respectivamente.
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O indice de Dunn também indica que a particdo formada por dois grupos é uma
boa solucao. No entanto, esta mesma particao € mal avaliada pelo indice DB e pela estatis-
tica gap. Assim, a estatistica gap foi utilizada como critério decisivo para as duas particées
sugeridas como ideal pelo indice DB, ou seja, k com 10 ou 11 grupos. Seguindo esta estra-
tégia, a particdo com 10 grupos € selecionada considerando que os valores do indice Dunn
e da estatistica gap sao maiores do que a particdo com 11 grupos.

Para ilustrar a particdo ideal do k-means, a Figura 5.3 mostra o grupo atribuido
a cada conformacao do modelo FFR com base em suas caracteristicas estruturais. A va-
riabilidade do resultado do agrupamento é fortemente influenciado pelas mudangas estru-
turais na cavidade de ligacado de substrato para determinar a similaridade das configura-
¢bes moleculares diferentes. Diferentemente dos tradicionais resultados de agrupamento
baseados no RMSD, a Figura 5.3 apresenta uma distribuicdo bastante heterogénea dos
grupos em relagao aos valores de RMSD durante as diferentes escalas de tempo da traje-
toria [STTCO7, PCN11].

Diversos testes foram realizados no intuito de descobrir as relagdes entre as dis-
tancias do RMSD pareadas e os valores FEB das conformagdes desse estudo. No entanto,
nenhuma relacao satisfatoria foi perceptivel entre eles, provavelmente devido ao fato de
o RMSD abstrair todas as caracteristicas importantes que influenciam significativamente
o valor de FEB. A distribuigcdo na Figura 5.3 descreve a identificacdo de cavidades seme-
lhantes em diferentes escalas de tempo ao longo do modelo FFR. Na préxima secao sera
apresentado um estudo sobre a relagao entre do agrupamento encontrado e os valores de
FEB obtidos a partir de experimentos de docagem molecular.

0 4.000 8.000 12.000 16.000 20.000
Tempo (ps)
GFUDOSII CE | " e EN "

Figura 5.3 — Grafico de dispersdo mostrando a distribuicao dos grupos atribuidos para cada
conformacédo do modelo FFR da enzima InhA de 19,5 ns. Cada ponto representa um valor
de RMSD em funcéo do tempo correspondente a geracao da conformacéo na trajetéria e a
cor identifica a qual grupo pertence.
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5.1.3  Andlise do agrupamento gerado.

A andlise dos 10 grupos gerados na secao anterior é realizada a partir dos resulta-
dos das execuc¢des de docagem molecular entre 0 modelo FFR e o conjunto de 20 ligantes
descritos na secéo 4.1.1. Os valores da FEB e do RMSD foram extraidos das execucdes
de docagem molecular de todas as conformacdes do modelo FFR. As analises realizadas
consideram os valores da mediana da FEB e do RMSD de cada conjunto de conformacgdes
do agrupamento gerado’.

A Figura 5.4 mostra a variacado dos valores das medianas obtidos para cada grupo
considerando os valores da FEB. A linha vermelha identifica o grupo que apresentou os me-
lhores valores da mediana da FEB em todos os ligantes testados. Esse resultado permite
concluir que o agrupamento foi capaz de detectar um padrdo de similaridade para repre-
sentar os melhores resultados de docagem molecular dos 20 experimentos testados. A
distribuicdo dos agrupamentos € outro fator representado na Figura 5.4. Em grande parte
dos experimentos pode-se verificar uma separacao significativa entre o primeiro e o se-
gundo melhores resultados da mediana da FEB. Esse comportamento apenas nao ocorreu
com os ligantes JPM e TCL (1P45) (cerca de 10% dos ligantes avaliados).

-8.0
-7.5
-7.0
-8.5
6.0
-5.5

-5.0

Energia Livre de Ligagao (kcal/mol)

-4,5

-4,0

Compostos

Grupos: + A @  eBOA @

Figura 5.4 — Avaliagdo dos experimentos de docagem molecular entre o conjunto de 20
ligantes e o0 modelo FFR de 19,5 ns mostrando os valores das medianas da FEB de cada
grupo. O circulo vermelho representa o grupo com os melhores valores para cada ligante.
A linha vermelha interliga os resultados do grupo de circulo vermelho, destacando que este
grupo obteve o maior valor da mediana da FEB em todos o0s experimentos.

A mediana é uma medida resistente a valores outliers que pode ocorrer nas analises de FEB e do RMSD
de casos de docagem molecular, principalmente em casos onde ha uma colisdo da estrutura a ser docada.
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A andlise realizada com a medida do RMSD segue o mesmo critério da avaliagdo
da FEB, sendo calculada a mediana dos valores do RMSD com relagdo a estrutura de
referéncia para cada grupo. A Figura 5.5 mostra a variagdo dos valores obtidos na andlise
do RMSD para cada grupo?. A linha vermelha identifica o grupo que apresentou as menores
distancias com relagao as respectivas estruturas de referéncia. A analise dos valores do
RMSD mostra que o grupo com as menores distancias de RMSD para cada estrutura de
referéncia em 90% dos casos € o mesmo conjunto que obteve os maiores valores de FEB
apresentados na Figura 5.4. Nota-se, também, a existéncia desta mesma correlagdo dos
melhores valores de FEB x menor distdncia do RSMD nos demais grupos analisados.

6,5 )

55
5,0

4,5

RMSD (A)

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

Compostos

Grupos: + A@ ¢ ROA @

Figura 5.5 — Avaliacao dos experimentos de docagem molecular entre o conjunto de 20
ligantes e o modelo FFR de 19,5 ns mostrando os valores das medianas do RMSD de cada
grupo. O circulo vermelho representa o grupo com os menores valores da mediana do
RMSD para cada experimento. A linha vermelha interliga os resultados do grupo de circulo
vermelho, destacando que este grupo obteve a menor distancia da estrutura de referéncia
em 90% dos casos.

Apenas duas estruturas do conjunto de experimentos apresentaram resultados
diferentes dos demais resultados, o aduto INH-NADH e o ligante 8PS. Esse aduto foi obtido
da estrutura cristalina 2IDZ e é um dos farmacos de primeira ordem. Um ponto importante
refere-se aos resultados obtidos da docagem molecular de um aduto similar da proteina
1ZID. Os resultados da 1ZID apresentam um comportamento idéntico aos demais valores
encontrados nos demais experimentos. O ligante 8PS tem uma posicao da estrutura de
referéncia bastante critica, visto que nossas analises mostraram que a Tyrosina 158 ocupa
0 espaco ideal de ancoragem deste ligante flexivel.

20s marcadores idénticos utilizados na Figura 5.4 e na Figura 5.5 representam o mesmo grupo.
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De modo geral, o resultado destas analises mostra que o agrupamento foi capaz
de detectar um padréao de similaridade para representar os melhores resultados de doca-
gem molecular dos 20 experimentos testados. A distribuicdo dos agrupamentos é outro
fator representado na Figura 5.5. Em grande parte dos experimentos pode-se verificar uma
separacao significativa entre o primeiro e o segundo melhores resultados. Esse comporta-
mento apenas nao ocorreu na avaliagao do aduto da estrutura 2IDZ.

Uma andlise inicial desses resultados aponta para a possibilidade de reduzir con-
sideravelmente o tempo necessario para realizar os experimentos de cross docking com o
modelo FFR. No entanto, ndo é sensato considerar que um Unico grupo ira representar o
comportamento da flexibilidade existente em todo o modelo FFR. Uma estratégia opcional
para aplicar a triagem virtual de BD de ligantes pode ser a selecdo de uma amostragem de
conformacgdes de cada grupo ou aumentar a quantidade de grupos para representar o mo-
delo FFR. Assim, as mudangas de comportamento dos grupos para cada composto podem
ser detectadas com maior facilidade, bem como as analises das conformacdes do modelo
FFR podem ser feitas de forma mais precisa.

Embora o estudo apresentado nesta secdo tenha mostrado bons resultados, a se-
lecdo de uma quantidade baixa de estruturas representativas implica diretamente na perda
de informagdes do modelo flexivel. Além disso, o atributo que contém a quantidade de
atomos pesados da enzima 1BVR no conjunto de entrada pode ser melhor detalhado para
possibilitar uma avaliacdo mais precisa da cavidade de ligacdo do substrato. A préxima
secao apresenta um conjunto de dados com informacdes mais especificas da cavidade de
ligagdo do substrato e uma avaliagdo mais abrangente do numero ideal de conformagdes
representativas do modelo FFR.

5.2 Agrupamento baseado na analise de 12 propriedades da cavidade de ligacao
do substrato.

Esta secédo apresenta a selecdo de um conjunto de estruturas representativas do
modelo FFR baseado na analise de 12 propriedades da cavidade de ligacdo do substrato
de um modelo FFR. Essa limitacdo da quantidade de estruturas é imposta devido ao tempo
de pré-processamento e avaliagdo necessarios para agrupar e selecionar as conformacoes
representativas. Nao existe um valor exato da quantidade de grupos existentes em um
modelo FFR, devendo haver uma analise considerando o equilibrio entre a redugédo do
tempo necessario ao selecionar estruturas representativas e a perda relacionada a redugéao
da quantidade de conformagdes a serem avaliadas.

As medidas de validacdo de agrupamento para estimar o nimero de grupos (apre-
sentadas na secao 5.1.2) apresentaram problemas relacionados ao uso e meméria nas
avaliacbes considerando mais 150 grupos de um conjunto de dados composto por 12 atri-
butos e 19.500 instancias. Uma forma de comparar a qualidade do agrupamento e também
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identificar o numero de grupos mais adequado para esse conjunto de dados € aplicar uma
medida de avaliagao dos resultados de docagem molecular. Diversos algoritmos de agrupa-
mento foram utilizados para avaliar o conjunto de dados proposto nesta se¢cdo comparando-
0 com mais outros dois conjuntos de dados formados pelo RMSD da estrutura inteira e o
outro pelo RMSD somente da cavidade de ligacao do substrato. A préxima secédo descreve
a composicao de cada um desses conjuntos de dados.

5.21 Propriedades estruturais da cavidade de ligacao do substrato.

Esta subsecéo descreve o conjunto de dados baseado nas propriedades da ca-
vidade de ligacdo do substrato e outros dois conjuntos de dados baseados somente na
avaliagdo do RMSD. Um obtendo seus valores a partir do calculo de toda a estrutura e o
outro considerando apenas os residuos da cavidade de ligagdo do substrato:

1. RMSD da proteina: possui a distancia do RMSD de cada atomo pareado entre a
primeira conformacao e com cada conformac¢do do modelo FFR considerando todos
0s residuos da estrutura, da mesma forma como aplicado por [STTCO07, LZ06, ZS04].

2. RMSD da cavidade de ligacdo do substrato: possui a distdncia do RMSD de cada
atomo pareado entre a primeira conformag¢do e com cada conformag¢dao do modelo
FFR considerando apenas os residuos que delimitam a cavidade de ligagdo ao subs-
trato da enzima InhA em complexo com o NADH. Exemplos de aplicacdo dessa me-
dida de similaridade estao em [LAB*08, LWWZ08].

3. Atributos da Cavidade: possui um conjunto de caracteristicas extraidas a partir da ca-
vidade de ligacao de substrato do modelo FFR. Esse é o conjunto de dados proposto
e uma explicagdo mais detalhada € dada nesta secao.

Os dois primeiros conjuntos de dados foram gerados a partir de medidas tipicas
de similaridade utilizadas atualmente para definir o conjunto de estruturas representati-
vas [PMF*T09, FPSB11, ABE*13, DABR"13] com a ferramenta ptraj [CDCI*12]. O terceiro
conjunto de dados a ser avaliado nesta subsecao possui caracteristicas similares ao con-
junto descrito na Se¢éo 5.1.1. As diferencas envolvem particularmente dois atributos, a area
acessivel ao solvente e a quantidade de atomos pesados da enzima 1BVR que delimitam
a cavidade de ligacdo do substrato. O atributo mensurando a area acessivel ao solvente
€ altamente correlacionado com o atributo do volume da cavidade de ligagdo do substrato,
sendo entdo o atributo referente a area acessivel ao solvente descartado a fim de evitar
informacdes redundantes. O atributo da quantidade de atomos pesados da enzima 1BVR
que delimitam a cavidade de ligagao do substrato suprime muitas informacdes importantes
ao nao discriminar quais sao os residuos que definem as propriedades fisico-quimicas da
cavidade avaliada.
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Esses fatores permitem caracterizar mais especificamente os diferentes comporta-
mentos encontrados no sitio de ligacao ao longo do modelo FFR, permitindo a identificacao
de um conjunto de estruturas representativas capazes de cobrir os movimentos localizados
das proteinas para melhorar o encaixe dos ligantes durante as execucdes de docagem mo-
lecular. Assim, um novo conjunto de dados com 12 atributos das propriedades estruturais
da cavidade de ligacado do substrato foram extraidos pelo programa CASTp [BNLO03] e pela
ferramenta ptraj [CDCI*12]:

1. o valor do RMSD da cavidade de ligacado do substrato da primeira estrutura do modelo
FFR comparado com cada conformagéo do modelo FFR (em A).

2. o volume da cavidade de ligacdo do substrato (em A%); e

3. dez atributos avaliando cada residuo (GLY96, PHE97, MET98, MET103, PHE149,
TYR158, MET161, LYS165, MET199 e coenzima NAD) da enzima 1BVR [RVS*99]
presentes na cavidade de ligagdo do substrato para cada conformagéo. Cada atributo
possui a quantidade de atomos pesados e a quantidade maxima de atomos pesados
depende do residuo avaliado.

Esse conjunto de dados é obtido de forma similar a descrita na se¢éo 5.1.1. A
Figura 5.6 mostra a cavidade de substrato da estrutura 1BVR identificada pelo programa
CASTp, juntamente com os residuos que delimitam a cavidade de ligacdo do substrato.
O CASTp informa quais sdo os atomos pesados de cada residuo que estdo presentes
na cavidade alvo de cada conformacgédo do modelo FFR. A lista de residuos identificadas
pelo CASTp para o modelo FFR de 19,5 ns € composta pelos seguintes residuos: GLY96,
PHE97, MET98, MET103, PHE149, TYR158, MET161, LYS165, MET199 e mais a coen-
zima NADH.

Uma caracterizagdo da estrutura do arquivo de entrada dessa avaliagéo é apre-
sentado na Tabela 5.1. Nessa tabela também é possivel verificar diferentes conformacgoes
contendo valores de RMSD idénticos, enquanto a diferenca das conformagdes somente é
identificada pela diferenca do volume e dos atomos pesados dos residuos. Por exemplo, as
duas primeiras e as duas ultimas estruturas contém valores idénticos de RMSD. No entanto,
ha uma diferenga significativa entre o valor do volume e do numero de atomos pesados para
cada um dos residuos. Os valores da Tabela 5.1 estdo em diferentes escalas, sendo neces-
saria uma etapa de pré-processamento para adequar esse conjunto de dados. Um arquivo
CSV é criado com esses dados normalizados em um intervalo de [0,1], visando preservar
as distancias entre os objetos considerando o mesmo atributo e tornando equivalente as
grandezas entre atributos distintos.
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Figura 5.6 — Cavidade de ligacdo do substrato da enzima InhA de Mtb (PDB ID: 1BVR)
identificada pelo programa CASTp. Proteina 1BVR usando a representagao de fitas na cor
branca. Os residuos da cavidade de ligacdo do substrato sao representados em palitos
e em superficie molecular coloridos pelo tipo de &tomo (carbono em cinza, nitrogénio em
azul, oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo e o fésforo em laranja). Imagem gerada
pelo programa PyMol [DeL02].

5.2.2 Medidas de validacado de agrupamento

O conjunto de dados proposto, que utiliza as propriedades da cavidade de ligacao
ao substrato do modelo FFR, e os outros dois conjuntos de dados baseados nos valores do
RMSD foram submetidos a seis algoritmos de agrupamentos. Para cada conjunto de dados,
os algoritmos particionais k-means e k-medoid e os algoritmos hierarquicos aglomerativos
Complete linkage, UPGMA, WPGMA e Ward’s foram aplicados para gerar grupos de confor-
macgdes do modelo FFR. A qualidade desses grupos foi avaliada com base no célculo dos
valores do primeiro, segundo e terceiro quartis da estrutura representativa de cada grupo,
sendo que o escopo do numero de grupos varia de 10 até 200.
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Tabela 5.1 — Fragmento do conjunto de dados contendo as informagdes detalhadas da
cavidade de ligacao do substrato usados para o agrupamento do modelo FFR. A primeira
linha descreve cada atributo do conjunto de dados com as informag¢des da cavidade de
ligacao de substrato. O numero entre parénteses abaixo de cada residuo indica 0 numero
maximo de atomos pesados que o residuo pode conter.

RMSD [ Volume [ G96 [ F97 [ M98 [ M103 | F149 [ Y158 [ M161 [ K165 | M199 | NAD
(A) A) | @y e ® an 02 @ | © | @ | 9
037 [ 6070 | 2 [ 4 [ 3 2 6 4 3 2 6 6
037 | 7951 | 2 | 4 | 3 2 5 3 2 0 6 6
138 | 9298 | 2 | 6 | 4 3 2 5 3 3 1 5
1,38 | 5169 | 3 | 4 | 3 2 2 4 3 2 2 6

*Cdbdigo de 1 letra: G-Glicina, F-Fenilalanina, M-Metionina, Y-Tirosina e K-Lisina

Os quartis sdo medidas estatisticas de tendéncia central robustas para avaliar a
dispersdo dos objetos de um conjunto de dados. Outra caracteristica importante € que
essas medidas também sao resistentes a outliers. A medida que se procura identificar os
grupos que contenham conformagdes do modelo FFR com alta afinidade no seu modo de
ligacao, a investigacao avalia o desempenho dos grupos gerados pelos algoritmos de agru-
pamento considerando a interagdo dos ligantes/adutos candidatos a solugao com a enzima
InhA. Assim, a avaliacao desses agrupamentos utilizou as informagdes dos experimentos de
docagem molecular com os 20 compostos testados experimentalmente (Figuras 4.1 e 4.2).
Esses ligantes/adutos possibilitam uma avaliagéo diversificada das interagdes da cavidade
de ligacéo do substrato.

O conjunto de conformacdes representativas do modelo FFR foi selecionado com
base nos valores da FEB preditas de cada grupo gerado pelos algoritmos de agrupamento.
A dispersao é quantizada no primeiro, segundo e terceiro quartil dos valores da FEB. Esses
valores sao calculados para comparar o nivel de convergéncia entre os grupos resultantes
dos trés conjuntos de dados e o modelo FFR. Primeiramente, uma busca é feita para identifi-
car a estrutura representativa de cada grupo. Essa estrutura é definida como a conformacao
gue esta mais préxima do centroide de cada grupo, também conhecido na literatura como
medoide. Assim, sdo identificados todos 0os medoides dos agrupamentos a serem avalia-
dos. Apds é realizado o célculo dos valores dos trés quartis dos conjuntos de medoides de
cada agrupamento como segue:

N
1
SomaQ), = N Z Tigq (5.4)
i=1

onde N é a quantidade de ligantes/adutos avaliados, g identifica o primeiro, segundo e
terceiro quartis que foram calculados com base nos valores estimados da FEB obtidos a
partir de experimentos de docagem molecular.
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Depois de calcular os quartis de cada composto, € possivel avaliar a Soma das
Diferencas entre os Quartis (SDQ), a fim de identificar os conjuntos de medoides com a
dispersdo mais similar ao modelo FFR. Assim, a SDQ é calculada da seguinte forma:

SDQ = > |(Tei — Vo)l (5.5)

i€(1,2,3)

onde /indica o quartil, z,; é o valor do Soma@Q); e y,; o valor do quartil /i dos valores de FEB
do modelo FFR. A Equacao 5.5 calcula a dissimilaridade entre os valores dos quartis dos
agrupamentos e os valores do modelo FFR. Desta forma, baixos valores da Equacgéo 5.5
indicam que o conjunto de conformagdes representativas do modelo FFR possui uma alta
similaridade com os resultados obtidos com a execugao exaustiva do modelo FFR.

5.2.3  Analise dos agrupamentos gerados.

Os agrupamentos gerados para cada um dos trés conjuntos de dados foram ana-
lisados e comparados, considerando o nivel de cobertura alcancada por eles em termos de
dispersao e representatividade do modelo FFR. Para cada conjunto, 0 numero de grupos
gerados variaram de 10 até 200 grupos analisados pelos valores da SDQ (Equagéao 5.5). As
Figuras 5.7 e 5.8 apresentam os desempenhos comparativos entre os conjuntos de dados
avaliados pela SDQ nos agrupamentos gerados pelos métodos particionais e hierarquicos,
respectivamente.

A Figura 5.7 mostra valores com grandes oscilagdes no valor da SDQ obtidos para
os algoritmos de agrupamento para cada conjunto de dados. Apesar dos algoritmos k-
means e k-medoid atingirem algumas vezes valores baixos para essa medida, os valores
estatisticos calculados apresentaram uma grande quantidade de valores distantes daqueles
obtidos para o modelo FFR. Por exemplo, as Figuras 5.7-(a) e 5.7-(b) mostram que os
conjuntos de dados do Atributos da Cavidade e do RMSD da Cavidade possuem valores
mais adequados que o conjunto de dados do RMSD da Proteina.

A Tabela 5.2 apresenta as avaliagdes estatisticas dos agrupamentos com os me-
nores valores da medida SDQ para cada algoritmo. Essa tabela também mostra a diferenca
da variancia e da média entre os melhores agrupamentos dos métodos particionais e os va-
lores do modelo FFR, resultando na reducéo da representatividade do modelo FFR. Essa
variagao pode ser ocasionada pelas caracteristicas do algoritmo de agrupamento, que neste
caso especifico, favorece dispersdes com formas esféricas [HKP11]. Uma consequéncia
pratica dessa caracteristica esta representada na Figura 5.7. Essas linhas mostram uma
grande oscilagdo nos valores, mostrando também pequenas diferengas nos valores SDQ
entre os dados em relagdo ao numero de grupos.
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Figura 5.7 — Comparagado do desempenho dos agrupamentos gerados pelos algoritmos
particionados considerando os trés conjuntos de dados em estudo. Os graficos (a) e (b)
mostram as variagdes dos valores SDQ em fungdo do numero de grupos para os algorit-
mos k-means e k-medoid, respectivamente. Os dois pontos pretos identificam as melhores
solucdes de particionamento para cada algoritmo.

Tabela 5.2 — Avaliacao estatistica dos melhores grupos (corresponde ao menor valor SDQ)
de cada algoritmo de agrupamento. A terceira coluna indica a quantidade de grupos utiliza-
dos nas avaliagbes estatisticas. A média, o desvio padrao e a variancia foram calculados
para cada conjunto de grupos com base nos valores preditos da FEB. A primeira linha indica
os valores estatisticos da avaliacdo de todo o modelo FFR.

Algoritmo Conjunto de dados | Particoes | SQD | Média | Desvio P. | Variancia
- | modelo FFR 20 | 0,00 | -6,58 -0,72 -0,57

k-means | RMSD Proteina 19 | 0,01 -6,61 -0,70 -0,54
k-medoid | RMSD Proteina 66 | 0,01 | -6,63 -0,70 -0,55
UPGMA | Atributos Cavidade 133 | 0,04 | -6,58 -0,72 -0,56
WPGMA | Atributos Cavidade 84| 0,03 | -6,59 -0,73 -0,58
Complete | Atributos Cavidade 48 | 0,01 | -6,59 -0,69 -0,51
Ward'’s | Atributos Cavidade 95 | 0,01 -6,60 -0,68 -0,51
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Figura 5.8 — Comparacado do desempenho dos agrupamentos gerados pelos algoritmos
hierarquicos considerando os trés conjuntos de dados em estudo. Os graficos (a), (b),
(c) e (d) mostram as variagbes dos valores SDQ em fungdo do niumero de grupos para
os algoritmos UPGMA, WPGMA, Complete e Ward’s, respectivamente. Os pontos pretos
identificam as melhores solugbes de particionamento para cada algoritmo.
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Ao contrario dos métodos particionais, os algoritmos hierarquicos apresentaram
melhores agrupamentos para todos os conjuntos de dados, segundo a SQD (Equacéao 5.5).
Além disso, os valores obtidos pelos algoritmos hierarquicos também se mostraram mais
estaveis que os algoritmos k-means e k-medoid. Assim como nos algoritmos particionais,
0s agrupamentos hierarquicos também apresentam resultados ruins quando um numero
pequeno de grupos € selecionado. Esse comportamento fica evidenciado na regiao inicial
dos graficos da Figura 5.8. Conforme esperado, os agrupamentos formados a partir do
conjunto de dados dos Atributos da Cavidade determinam com uma maior precisao as alte-
racoes fundamentais que ocorrem na cavidade de ligacdo de substrato das conformacodes
do modelo FFR em estudo. A Figura 5.8 representa esse conjunto de dados com uma linha
azul clara, mostrando que este conjunto possui a maior parte dos menores valores da SDQ.

Embora a Figura 5.8 indique que os algoritmos UPGMA, WPGMA e Complete se-
jam bastante adequados para agrupar os conjuntos dos Atributos da Cavidade e do RMSD
da Cavidade, isso nao significa que ambos os conjuntos de dados possuem a melhor repre-
sentatividade do modelo FFR, visto que os menores valores da SDQ sao obtidos somente
pelo conjunto de dados dos Atributos da Cavidade. Desta forma, os pontos pretos, que
definem os melhores agrupamentos em ambas as Figuras 5.7 e 5.8, fazem parte da linha
azul e estao distantes da linha que representa o conjunto de dados do RMSD da Cavidade.
Analisando as Figuras 5.7 e 5.8 em conjunto com a Tabela 5.2, € possivel constatar que os
métodos de agrupamento hierarquico considerando o conjunto de dados dos Atributos da
Cavidade superam os outros algoritmos de agrupamento e os outros conjuntos de dados,
mostrando valores estatisticos semelhantes ao modelo FFR e também os menores valo-
res da SDQ. Dentre os algoritmos hierarquicos, tanto o algoritmo Ward quanto o algoritmo
Complete apresentaram uma boa representatividade do modelo FFR.

O algoritmo Ward é o que apresenta a média dos valores mais baixos da SDQ para
os trés conjuntos. Particularmente, os agrupamentos com 16, 22 e 25 grupos apresentam
os melhores resultados com o conjunto de dados do RMSD da Proteina. Os valores da mé-
dia e da variancia dos medoids desses grupos sao 6,62 e 0,51 para 16 grupos, 6,62 e 0,52
para 22 grupos, e por fim, 6,61 e 0,53 para 25 grupos. Semelhante aos métodos de parti-
cionamento, esses valores sao bastante diferentes dos valores encontrados para o0 modelo
FFR. Assim, esses agrupamentos ndo sdo capazes de selecionar um conjunto de confor-
magcdes representativas. Além disso, 0 método de Ward utiliza todos os objetos do grupo no
calculo da medida de distancia, favorecendo dispersdes esféricas. Assim, da mesma forma
gue o algoritmo k-means, o Ward também é capaz de selecionar dispersdes similares, mas
incapaz de atingir a medida exata de tendéncia central para todo o modelo FFR. Essas
avaliacbes indicam que o algoritmo Ward ndo contempla caracteristicas essenciais para a
selecao das estruturas representativas.

O algoritmo Complete tem a média e desvio padrdo mais proximos dos valores
obtidos pelo modelo FFR em relagdo a melhor solugéo indicada pelo algoritmo Ward. Dife-
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rentemente do algoritmo Ward, este algoritmo determina a distancia entre dois grupos de
acordo com o par de objetos mais distantes intergrupos, resultando na selecdo de grupos
nao tao alongados. Outro fator diferencial é que esse algoritmo identificou um agrupamento
com 48 grupos com valores mais proximos do modelo FFR em estudo.

A Figura 5.9 apresenta um diagrama de caixa para comparar a distribuicao de
dados da solucao ideal obtida das estruturas representativas do conjunto de dados com a
distribuicdo do modelo FFR. Esse diagrama evidencia as diferencas entre os conjuntos de
estruturas representativas geradas para os conjuntos de dados dos Atributos da Cavidade,
do RMSD da Cavidade, do RMSD da Proteina e do modelo FFR. Os bigodes do diagrama
sao calculados com base na soma (assintética superior) e na subtracao (assintotica inferior)
de 50% da diferenga entre 0 12 e 0 3° quartis [DS13].

A Figura 5.9 mostra também a cobertura dos valores de docagem molecular, onde
o conjunto dos Atributos da Cavidade mostrou-se muito semelhante a cobertura atingida
pelo modelo FFR em comparacao aos outros conjuntos. Uma analise por inspecéao visual
mostrou que as 48 conformacdes representativas do conjunto de dados dos Atributos da
Cavidade possuem alteracdes significativas no interior da cavidade de ligacao do substrato.
Na avaliacdo da selecao de estruturas representativas, um conjunto de conformacdes com
cavidades de ligagao distintas entre si evidencia bons agrupamentos.
105

‘ |

-BS

FEB(kcal/mol)
—_——r
———
v 0= !
! =l
' =
o
— -
=0
==
| S— e
| == s |
—

R fom ﬁéﬂ i fm E I

2B35 2NSD 2B36 3FNE 2B37 2H7P 2HT7I 2HTM  2HTL 2HTN 1P44 3FNH 3FNG 3FNF 2X22 1ZID 2IDZ 2NT] 1BVR 1P45

Compostos (PDB ID)

()Modelo FFR ) Atributos Cavidade (] RMSD Cavidade [ RMSD Proteina

Figura 5.9 — Diagrama de caixa da dispersao da média dos valores de FEB do conjunto de
48 conformacdes representativas do modelo FFR categorizados pelos conjuntos de dados e
compostos. Os conjuntos de dados sdo separados por cores diferentes, onde o azul claro,
salmao, amarelo e verde representam os resultados dos conjuntos de dados do modelo
FFR, Atributos da Cavidade, RMSD da Cavidade e RMSD da Proteina, respectivamente.

De acordo com os resultados apresentados, o conjunto de estruturas represen-
tativas do modelo FFR é capaz de representar os principais sitios de ligagdo da cavidade
alvo em 75% dos ligantes testados considerando somente uma analise da Energia Livre de
Ligacéo (FEB). Contudo, o nivel da convergéncia desse conjunto representativo pode ser
alterado dependendo dos compostos analisados. Por exemplo, a Figura 5.9 mostra uma
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baixa convergéncia alcangada pelos ligantes das proteinas (PDB ID: 3FNE, 2H7P, 2H7I,
2H7L e 1P44) para o modelo FFR. Além disso, identificou-se que trés dos 25% ligantes
restantes contém a mediana préxima do modelo FFR (PDB ID: 3FNE, 2H7I e 2H7L), onde
um representa os melhores valores FEB (PDB ID: 2H7P) e o outro se sobrepde ao pior valor
de FEB (PDB ID: 1P44).

Até este momento, as andlises deste agrupamento foram baseadas exclusiva-
mente na avaliacdo da Energia Livre de Ligacdo (FEB). No entanto, assim como foi feito
nos experimentos anteriores, € importante analisar a pose final predita pelo algoritmo de
docagem molecular. Desta forma, um estudo comparativo foi realizado para analisar a va-
riancia dos valores do RMSD dos agrupamentos gerados com 48 grupos. Os 3 conjuntos
de dados foram analisados: o conjunto baseado nos Atributos da Cavidade, o conjunto
baseado no RMSD da Cavidade e o conjunto obtido a partir do RMSD da Proteina.

A avaliagao do RMSD baseou-se na analise da variancia dos valores de RMSD de
cada estrutura para a média dos valores do RMSD existente em cada grupo®. A Figura 5.10
mostra o resultado deste estudo comparativo do RMSD dos conjuntos com os 48 grupos.
O grafico em barras representa a variancia calculada para cada proteina. A representacao
em linhas apresenta a analise da variangca média acumulada em cada experimento. Ao
final desta avaliacéo, os valores resultantes da varianca acumulada para os conjuntos dos
Atributos da Cavidade, do RMSD da Cavidade e do RMSD da Proteina foram de 0,46 A,
0,50 A e 0,51 A, respectivamente. Nesta figura, nota-se que os adutos possuem uma taxa
de variancia muito baixa com relacao aos ligantes. Isto ocorre devido ao fato de haver uma
ligagdo covalente entre o ligante e o anel da nicotinamida do NADH.

Varidncia do AMSD |'.v5.]

= = —
N - ————

e 00075l Cvitladdes (0F mekifla acu mulada FRSD dla Cavidads (6% média scumulada) RASD da Protelr

Figura 5.10 — Analise da variancia dos valores do RMSD considerando 3 conjuntos de dados
com 48 grupos. Os conjuntos de dados sao separados por cores, onde o azul claro, amarelo
e verde representam os resultados dos conjuntos de dados dos Atributos da Cavidade,
RMSD da Cavidade e RMSD da Proteina, respectivamente. O grafico em barras representa
os valores da variancia para cada proteina e o grafico de linhas apresenta os valores médios
acumulativos de cada conjunto.

3Nos casos envolvendo grupos Unicos, € somado 1 para nao zerar 0s pesos.
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O conjunto de 48 estruturas representativas do modelo FFR apresentou uma con-
sideravel aproximagédo do modelo FFR para 75% dos ligantes obtidos das estruturas cris-
talinas do Protein Data Bank. Isso mostra a relevancia de considerar propriedades mais
especificas da cavidade de ligacao de substrato além dos valores do RMSD. A avaliacédo do
conjunto de Atributos da Cavidade pelo algoritmo hierarquico Complete mostrou-se capaz
de reduzir a dimenséo do modelo FFR a um tamanho gerenciavel, mantendo as caracteris-
ticas mais relevantes para encontrar novos inibidores para a proteina em estudo.

Embora o estudo apresentado nesta secéo tenha mostrado resultados interessan-
tes, esperava-se obter conjuntos de estruturas representativas apresentando dispersées
obtidas a partir de grupos bem separados e coesos. As diferencas entre os agrupamentos
na Tabela 5.2 ndo apresentaram grandes variacbes. Essas variacbes podem ser melhor
evidenciadas com uma preparacdo mais adequada do conjunto de dados fornecido. Por
exemplo, a medida do RMSD que ¢é utilizada nos trés conjuntos de dados avaliados de-
pende do tipo de alinhamento da estrutura. Ou seja, dependendo dos atomos considerados
no alinhamento, o valor do RMSD pode variar. Outro fator relevante € melhorar as carac-
teristicas do conjunto Atributos da Cavidade para definir mais propriedades da cavidade
alvo. A proxima segdo apresenta um novo agrupamento realizado com as propriedades
fisico-quimicas da cavidade de ligagdo do substrato utilizando as triangularizacées entre as
propriedades farmacoféricas do receptor.

5.3 Agrupamento com vetores de propriedades farmacofdricas.

Recentemente, diversos métodos tém sido propostos para comparar as proprieda-
des estruturais da cavidade de ligacao do substrato buscando encontrar proteinas similares.
Grande parte desses métodos avaliam as propriedades do conjunto de aminoécidos que
compdem essa cavidade alvo e que possuem uma determinada distancia dos atomos de
ligantes cristalizados com a estrutura. Cada residuo selecionado pode ser decomposto em
um ou mais pontos farmacoféricos de interacdo molecular, dependendo especificamente
dos atomos que compdem o residuo avaliado [Cat00, SKK02, WR10]. Esse conjunto de
pontos é, entdo, codificado em um vetor, onde cada posi¢ao representa a combinacao de
propriedades farmacoforicas. Basicamente, existem trés formas de representar a ocorrén-
cia ou ndo das subestruturas de moléculas [SMdGO07]:

* binaria: cada posi¢ao do vetor descreve a presenca ou a auséncia da subestrutura.

« frequéncia: cada posi¢éo do vetor armazena a quantidade de ocorréncias da subes-
trutura.

+ frequéncia ponderada: cada posicao do vetor armazena a frequéncia ponderada por
pesos que variam conforme a representatividade da subestrutura considerando todas
as subestruturas da molécula.
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A utilizacao de vetores binarios naturalmente implica na perda de parte das infor-
magcdes da molécula. Contudo essa representagao tem sido amplamente utilizada devido a
reducdo da complexidade computacional na busca por estruturas similares. A préxima sub-
secao descreve detalhes sobre a composicao de cada posicdo do vetor de propriedades
farmacoféricas adotado para tratar o modelo FFR de 19,5 ns.

5.3.1 Composicao do vetor de propriedades farmacoféricas

O conjunto de pontos farmacoféricos pode ser representado pela combinagao de
n pontos, onde n é geralmente 3, 4 ou 5 pontos farmacéforos. A definicdo desse valor de
n impacta diretamente na complexidade da avaliagdo do espaco farmacoférico, sendo este
definido como todas as combinacdes das propriedades farmacoféricas considerando todos
0s possiveis valores discretizados de cada distancia entre os pontos.

As avaliagdes considerando 4 ou 5 pontos farmacoféricos tem apresentado im-
portantes resultados no mapeamento do espaco do ligante na cavidade alvo como, por
exemplo, o trabalho apresentado em [BCS*07]. Nesse trabalho, Baroni e colaboradores
desenvolveram o FLAP, uma ferramenta para a seleg¢éo de ligantes com base nos farmacé-
foros da cavidade de ligacdo de um conjunto de ligantes cristalizados na proteina. Nesse
trabalho, a andlise foi limitada a um pequeno conjunto de proteinas devido ao custo compu-
tacional necessario para a avaliacao de todas as combinac¢des das quadruplas e também
devido ao método de selecédo dos pontos farmacoféricos feitos por diferentes sondas atomi-
cas. Desta forma, avaliar extensos conjuntos de conformagdes, como por exemplo modelos
FFR, se torna uma tarefa extremamente onerosa.

Segundo Weill et. al [WR10], composi¢cdes considerando 3 pontos farmacoféricos
tém sido amplamente utilizadas por apresentarem uma melhor relacao entre o conteudo
informacional e complexidade necessaria. Assim, nesta tese optou-se pela utilizacao da
representacao avaliando 3 pontos farmacoforicos, definindo um conjunto de 3 propriedades
e 3 distancias euclidianas entre esses pontos. Essas distancias sao discretizadas em inter-
valos para estabelecer um conjunto finito de objetos. A Figura 5.11 apresenta um exemplo
dessa representacdo de 3 pontos que caracteriza uma posi¢cao do vetor de caracteristicas
de cada conformagao do modelo FFR.

O espaco farmacoférico de um conjunto de 3 pontos depende dos tipos de far-
macoforos a serem considerados e da quantidade de intervalos cujas distancias foram dis-
cretizadas. O célculo para se descobrir todas as combinacdes possiveis depende de duas
etapas:

» 12 etapa: Trata do niumero de combinagdes da quantidade de tipos de farmacéforos
para 3 posicoes. Para ilustrar esse célculo é apresentado o0 mesmo exemplo descrito
em [SMdGO07], cuja avaliagdo considerou 4 tipos de propriedades: AAA, AAB, AAC,
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AAD, ABB, ABC, ABD, ACC, ACD, ADD, BBB, BBC, BBD, BCC, BCD, BDD, CCC,
CCD, CDD e DDD. Neste caso, o total de combinagdes possiveis de um conjunto de
3 famacéforos pode ser obtido pela férmula da combinagdo com repeticao.

+ 2% etapa: Calcula as combinagdes dos intervalos das distancias. O total de combina-
cOes desta etapa € obtido pela permutacao da quantidade de intervalos existentes.

Figura 5.11 — Representacao de um conjunto de 3 pontos farmacoféricos das propriedades
da cavidade do receptor extraidas diretamente dos residuos do receptor. Cada posigéo do
vetor de caracteristicas € composto pela informacao de 3 famacoforos e suas respectivas
distancias entre os pontos avaliados. Neste exemplo, os pontos P1 e P3 denotam carac-
teristicas hidrofébicas (Hi), enquanto que o ponto P2 representa uma regiao aceitadora de
Hidrogénio (Ac). Assim, a composi¢ao da posi¢do do vetor seria formada por Hi Ac Hi,
seguidos por d1 d2 e d3 representando as respectivas distancias deste triangulo.

Recentes trabalhos foram analisados para definir as caracteristicas necessarias
para aplicar um agrupamento considerando o modelo FFR de 19,5 ns. As préximas subse-
¢bes apresentam uma comparacao dos atributos utilizados em outros trabalhos, tais como
as propriedades consideradas e a quantidade de intervalos de distancias avaliados.

5.3.2 Propriedades farmacoféricas avaliadas na cavidade de ligagao do substrato.

Farmacéforos sao frequentemente utilizados em etapas da triagem virtual de com-
postos [SKK02, BCS*T07, SMdG07, WR10, ITST12]. Embora diversos trabalhos tenham
relatado relevantes contribuicbes na utilizacdo desse método, é importante ressaltar que
a simplicidade da representacao das caracteristicas farmacoféricas das moléculas implica
na abstragdo das reais interagdes entre 0 complexo receptor-ligante. Portanto, existe uma
margem de erro bastante consideravel na utilizagdo desse método.



94

As propriedades farmacofoéricas dos atomos estao relacionadas com a sua natu-
reza e 0 ambiente quimico a sua volta, atribuindo a elas um conjunto de categorias pré-
definidas que estdo associadas a um comportamento de interacao especifico [LGLT10].
Assim, um farmacoforo esta baseado em uma classificacao fisico-quimica simplista de ato-
mos ou grupos funcionais que sao classificados em hidrofébicos (Hi), doadores de Hidro-
génio (Do), aceitadores de Hidrogénio (Ac), anéis aromaticos (Ar), ions negativos (-) e ions
positivos (+). Alguns autores consideram os atomos ou grupos funcionais que possuem
atomos doadores e aceitadores de Hidrogénio (AD) como uma propriedade diferenciada. A
Tabela 5.3 apresenta a descricao das propriedades consideradas por alguns dos principais
trabalhos nesta area e também descreve as propriedades consideradas nesta tese.

Schmitt e colaboradores [SKK02] apresentaram uma importante contribuicdo nesta
area, sendo um dos primeiros trabalhos a definir um conjunto de pseudocentros a partir
de propriedades farmacoféricas. Contudo, seu trabalho ndo considerou a carga de ions,
descartando assim duas relevantes propriedades. Weill e Rognam [WR10] descreveram
um método capaz de identificar as conformacgdes similares com base no alinhamento dos
farmacéforos, chamado Fuzcav. Esse método utiliza um vetor de caracteristicas para arma-
zenar os tridngulos formados por propriedades farmacoféricas que interagem com ligantes
cristalizados na estrutura e, por consequéncia, ndo contemplando estruturas obtidas de
modelos FFR ou que nao possuam ligantes catalogados.

Tabela 5.3 — Propriedades famacoféricas atribuidas a cada residuo em diferentes trabalhos.

Residuos | Schmitt et al., 2002 | Weill & Rognan, 2010 | Esta tese
ALA Hi Hi Hi
ARG Hi, Do Hi, Do, + Hi, Do, +
ASN AD Do, Ac AD
ASP Ac Ac, - Ac, -
CYS Hi Hi Hi
GLN Do Do Do
GLU Ac Ac, - Ac, -
HIS AD, Ar Do, Ac, Ar AD, Ar
HID AD, Ar Do, Ac, Ar AD, Ar
HIE AD, Ar Do, Ac, Ar AD, Ar
ILE Hi Hi Hi
LEU Hi Hi Hi
LYS Hi, Do Hi, Do, + Hi, Do, +
MET Hi Hi Hi
PHE Hi, Ar Hi, Ar Hi, Ar
PRO Hi Hi Hi
SER AD Do, Ac AD
THR Hi, AD Hi, Do, Ac Hi, AD
TRP Do, Ar Do, Ar Do, Ar
TYR AD, Ar Do, Ac, Ar AD, Ar
VAL Hi Hi Hi
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Outro fator limitante é que esse método ndo considera os residuos que possuem
tanto caracteristicas aceitadoras quanto doadoras de Hidrogénio como uma propriedade
exclusiva. Assim, o método Fuzcav trata duas varidveis dependentes (Ac e Do) de forma
independente, aumentando a possibilidade da ocorréncia de falsos positivos. Nesta tese,
as propriedades avaliadas consideram tanto os ions positivos e negativos (descartados
por [SKK02]), quanto adicionam a propriedade de atomos doadores e aceitadores de Hi-
drogénio (AD) (n&o avaliadas por [WR10]).

5.3.3  Discretizacao das distancias entre os pontos farmacoféricos.

Para definir um conjunto finito de probabilidades, as distdncias entre os pontos
farmacoforicos séo discretizadas em valores que variam, normalmente, entre 5 e 10 cate-
gorias [DSPNWO04, RTPRMO05, WR10, ITS*12]. Essa quantidade de categorias ndo pode
ser muito elevada devido ao fato desse valor impactar diretamente na quantidade de ele-
mentos do vetor de caracteristicas. A escolha dessa quantidade de categorias a serem
criadas depende de uma analise do tamanho da cavidade de ligacao e da proteina a ser in-
vestigada. Desta forma, uma avaliagdo amostral do conjunto de distancias entre os pontos
farmacoféricos do modelo FFR de 19,5 ns foi realizada.

A Figura 5.12 mostra o histograma resultante da avaliagdo do modelo FFR. Esse
histograma é gerado a partir da combinacao de todos os pontos farmacoféricos possiveis
no conjunto de 19.500 conformagdes do modelo FFR. A distancia utilizada como limiar
para determinar o niumero de categorias e a avaliacao de grandes volumes da cavidade
de ligacdo do substrato considerando a flexibilidade de longos modelos flexiveis sao dois
fatores que, naturalmente, propiciam altos indices de frequéncia. A partir das informacdes
geradas por esse histograma é possivel determinar o nUmero de categorias mais adequado
para discretizar as distancias entre os pontos farmacoforicos.

Na literatura existem trabalhos que diferem na maneira de discretizar o conjunto
de distancias entre os pontos farmacoféricos, considerando um conjunto de distancias fixas
ou incrementais para determinar os limites de cada categoria. Recentemente, os trabalhos
apresentados por [ITST12, WR10] tém utilizado distancias fixas de 2.2 A e 2.4 A para discre-
tizar o conjunto de distancias entre os pontos farmacoféricos, respectivamente. Da mesma
forma, nesta tese é adotado este parametro para determinar o intervalo das distancias.

A Tabela 5.4 mostra os limites definidos de cada categoria dos trabalhos encon-
trados na literatura [DSPNW04, RTPRMO05, WR10, ITS*12]. O histograma apresentado na
Figura 5.12 mostra uma quantidade elevada de distancias que estdo acima do maior limite
dos trabalhos descritos na Tabela 5.4 (> 18 A em [DSPNWO04]). Assim, a quantidade de ca-
tegorias foi aumentada, visando contemplar adequadamente as distancias acima de 18 A.
O intervalo entre as categorias foi mantido fixo, utilizando uma distancia muito similiar a
distancia utilizada por Weill e Rognam [WR10].



96

150

100

Frequéncia (:10%)

L
(=]

10 15 20 25 30 35 40

Dist&ncia entre os pontos farmacoféricos (em A)

Figura 5.12 — Histograma mostrando a frequéncia das distancias entre as propriedades
farmacoféricas contidas na cavidade de ligagao durante o modelo FFR de 19,5 ns. Imagem
gerada utilizando um limiar de 0.1 A.

Tabela 5.4 — Intervalos das distancias entre as propriedades famacoféricas atribuidas a
cada residuo em diferentes trabalhos.

Intervalos | Dror_2004 | Rodriguez_2005 | Weill_2010 | Ito_2011 | Esta tese
1 <2,5 <3,0 <4,8 <4,8 <4,8
2 <4,0 <45 <72 <7,0 <72
3 <6,0 <6,0 <95 <92 <9,6
4 <9,0 <75 <11,9 <114 <12,0
5 <13,0 <9,0 <143 <13,6 <14,4
6 <18,0 <105 <16,8
7 > 18,0 <12,0 < 19,2
8 <135 < 21,6
9 <15,0 < 24,0

10 <16,5 < 26,4
11 < 28,8
12 < 31,2
13 < 33,6
14 < 36,0
15 <384
16 > 38,4

Desta forma, os tridngulos sao categorizados com base em 7 propriedades fama-
coféricas e as distancias entre estes pontos sédo discretizadas em 16 categorias. Assim,
um vetor com o numero total de combinacbes possiveis desta configuracado é gerado, re-
sultando em um vetor com C'R3 x 16° (344.064) posi¢des. Devido a grande quantidade
de dados manipulados, optou-se pela utilizacdo de uma representacao binaria ao invés de
contabilizar a frequéncia da quantidade de triangulos em cada cavidade de ligacdo. Uma
equacao foi elaborada para identificar o indice do vetor com base nas propriedades e as
distancias de um tridngulo. Cada conformagéo € avaliada e descrita em um vetor binério de
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344.064 posicoes, marcando 1 quando ocorrer o triangulo. Ao final da avaliagdo do modelo
FFR, um vetor binario de mesmo tamanho identifica a ocorréncia de cada posicao. Esse
vetor resultante € chamado de vetor de propriedades do modelo FFR. A Figura 5.13 apre-
senta uma representacao visual da geracao desse vetor de propriedades do modelo FFR,
descrito neste paragrafo.

O vetor de propriedades do modelo FFR foi gerado para reduzir o custo de mani-
pulagdo, uma vez que a avaliacido total do modelo FFR necessitaria de uma matriz com a
quantidade de conformagdes do modelo FFR como linhas e a quantidade de triangulos pos-
siveis como colunas. A geracao desse vetor de propriedades do modelo FFR possibilitou
a reducao de 344.064 posicoes para 60.654 tridngulos distintos existentes, resultando na
reducao de aproximadamente 82,3% da memdria necessaria para analisar todo o modelo.

Conformacao 501

Conformacao 502

 H EEn  EEEEN

. _HE EEE B

Confo-r.rﬁacéo 19.999 [-j .:| D:.j
EE _ul siien =

. KE B

. Existe a subestrutura
D Nao existe a subestrutura

Conformacao 20.000

Vetor de propriedades -:|

Figura 5.13 — Representacao da geracao do vetor de propriedades do modelo FFR, criado a
partir da avaliacao das subestruturas que ocorrem nas conformagdes do modelo FFR. Cada
valor do indice desse vetor corresponde a codificacdo de um triangulo com 3 propriedades
farmacoféricas e 3 distancias entre esses pontos.

5.3.4  Agrupamento com base no vetor de propriedades de cada conformacao

Apo6s a identificacao dos tridngulos de propriedades farmacoforicas presentes em
cada estrutura, esta etapa busca identificar e agrupar as estruturas com maior similaridade.
Recentemente, trabalhos na area tém comparado diferentes coeficientes de similaridade
existentes e reafirmado o coeficiente de Tanimoto como uma medida bem estabelecida
para a avaliagcao da similaridade entre duas conformacgdes [TCX*12, BAK15]. O coeficiente
de Tanimoto é definido pela equacgao

N,
Tanimoto(A, B) = N +NAB N (5.6)
A B— Nap

onde N, é o numero de tridngulos existentes na conformagcédo A, Nz € o numero de tri-
angulos existentes na conformagéo B e N4z € 0 numero de triangulos existentes tanto na
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conformacgdo A como na conformagéo B. Os valores desse coeficiente variam em uma es-
cala entre 0 e 1, sendo 1 para moléculas totalmente idénticas e 0 para moléculas sem
nenhum tridngulo em comum.

Uma matriz de similaridade é gerada utilizando o coeficiente de Tanimoto na com-
paracao pareada entre as estruturas do modelo FFR. O resultado de cada comparacao foi
truncado apds 6 casas decimais devido a quantidade de dados a serem armazenados. A
aplicacao desse truncamento, reduziu o tamanho do arquivo da matriz de similaridade para
3,3 GB, possibilitando a manipulagéo do arquivo em um tempo gerenciavel. A Figura 5.14
mostra um fragmento do arquivo que armazena a matriz de similaridade resultante dessa
avaliagdo. Desta forma, o numero de linhas dessa matriz corresponde a mesma quanti-
dade de conformacdes do modelo FFR. A quantidade de colunas corresponde ao numero
de conformagbes do modelo FFR mais uma coluna para descrever qual é a conformacao.

501 1.000000 0.689888 0.629764 0.646742 0.639640 0.213011 0.457426 0.458176 0.543547 0.623323
502 0.689888 1.000000 0.594189 0.600391 0.558115 0.182153 0.399048 0.402708 0.543224 0.580233
503 0.629764 0.594189 1.000000 0.463873 0.621129 ... 0.238472 0.505445 0.470397 0.504664 0.511679
504 0.646742 0.600391 0.463873 1.000000 0.570358 0.147564 0.332988 0.348590 0.479257 0.514603
19997 0.320677 0.277778 0.357079 0.231368 0.314861 0.307457 1.000000 0.504039 0.302819 0.326087
19998 0.328690 0.286501 0.342643 0.246554 0.323457 ... 0.302433 0.521739 1.000000 0.294613 0.340193
19999 0.40432S 0.392812 0.386549 0.341463 0.371810 0.157813 0.358453 0.337145 1.000000 0.474511
20000 0.4444440.405291 0.381339 0.354506 0.400641 0.182536 0.372194 0.375984 0.451210 1.000000

Figura 5.14 — Fragmento do arquivo que armazena a matriz de similaridade gerada pela
comparacao pareada entre os vetores de propriedades das conformagdes do modelo FFR
utilizando o coeficiente de Tanimoto. A diagonal principal apresenta o valor maximo devido
a comparagao com a propria estrutura.

Ao final desta etapa, cada conformacao possui um conjunto de colunas, onde cada
valor define o grau de similaridade com relagdo a outra estrutura do modelo FFR. Assim,
essa matriz de similaridade, gerada a partir do coeficiente de Tanimoto, permite o particio-
namento de conjuntos contendo conformagdes semelhantes do modelo FFR, com base na
representatividade dos triangulos formados pelos pontos farmacoforicos.

Neste tipo de avaliacao, o single linkage é um algoritmo muito apropriado devido ao
seu método de particionamento permitir a identificacao de conjuntos encadeados. A matriz
de similaridade necessitaria ser invertida, de modo a obtermos a matriz de dissimilaridade
utilizada pelo algoritmo single linkage: (1 — x), onde z seria cada valor da matriz de simila-
ridade. No entanto, mesmo com a matriz de dissimilaridade ja calculada, a complexidade
desse algoritmo é alta (O(n?)). Isso ocorre devido a quantidade de repeticdes da etapa que
examina todos os pontos dissimilares para gerar um grupo com 0s pontos mais préximos.
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Outra possibilidade de particionar esse conjunto de conformacgdes de forma mais
agil é utilizando o algoritmo k-means [LI082]. No entanto, existe uma série de limitacées na
utilizacédo desse algoritmo considerando esse conjunto de dados: (1) a possivel existéncia
de grupos pequenos préximos de grupos grandes; (2) a existéncia de outliers; e (3) a quan-
tidade de memoria necessaria para a aplicacao desse algoritmo. Recentemente, trabalhos
na area tém enfatizado o problema do algoritmo k-means ao tratar conjuntos de dados muito
grandes de serem armazenados na memoria principal [SWM11, BBH*15]. Assim, um algo-
ritmo mais robusto para identificar conjuntos de conformacgdes similares do modelo FFR foi
pesquisado.

Na literatura existe um algoritmo capaz de identificar estruturas “vizinhas” de acordo
com a distancia dos atributos. Esse algoritmo, chamado SketchSort [TUST10], favorece a
formacado de grupos similares, possibilitando a construcdo dos grafos de vizinhanca das
conformagdes. A Figura 5.15 descreve o funcionamento do método de ordenamento malti-
plo, cuja funcao é uma das etapas do algoritmo SketchSort.

1:1011 11110011 1110 7:0008 0001 0011 110 7:0880 0001 0011 1110
2:1101 0111 0111 0001 4:010° 0001 1101 1170 4:00 0 0001 1101 1100
[(3:1100 1000 1101 11001\ 8:010% 1001 0111 1080 8:0011 1001 0111 1000
4:0100 0001 1101 1100 '\ 10:100% 0011 1001 0181 5:18°0 0010 1110 1010
5:1010 0010 1110 1010 5:1018 0010 1110 1080 3:10°0 1000 1101 1100
/,l 6:11110011 1001 0117 ) 1:1018 1111 0011 1150 6:10 10011 1001 0111
/ 7:0000 0001 0011 1110 2:1108 0111 0111 0011 10:1881 0011 1001 0111
| 8:0101 1001 0111 1000/ 3:1100 1000 1101 1100 2:1881 0111 0111 0001
\ [ 9:1101 1000 1101 1110 9:1108 1000 1101 1180 9:10°1 1000 1101 1110
N10:1001 0011 1001 0111 6:1118 0011 1001 0181 1:1881 1111 0011 1110
(a) (b)

7] 0001 0011 4: 0001 1100 T 00711770

4 0001 1101 7: 0001 1110 7 0011 1110

5 0010 1110 5: 0010 1010 2 0111 0001

6 0011 1001 6: 0011 0111 8: 0111 1000

10; 0011 1001 10: 0011 0111 4; 1101 1100

2] 0111 0111 2: 0111 0001 B 7001 0111

3] 1000 1101 3: 1000 1100 10: 1001 0111

9 1000 1101 9: 1000 1110 3: 1101 1100

8] 1001 0111 8: 1001 1000 9: 1101 1110

11 1111 0011 1: 1111 1110 5: 1110 1010

(c)

Figura 5.15 — Descric&o do funcionamento do método de ordenamento multiplo do algoritmo
SketchSort. As distancias de Tanimoto entre as conformagdes s&o convertidas em palavras
binarias ordenadas. (a) As palavras similares podem ser detectadas com a aplicagao de
uma mascara de caracteres em todas as posi¢cdes. Em destaque é apresentado um exem-
plo de pares de palavras similares com a distancia de Hamming de até 2 unidades: (3,9) e
(6,10). Exemplo da méascara de caracteres capaz de identificar os pares relatados no item
(a). (c) As palavras binarias sédo divididas em blocos de caracteres, aos quais é aplicada
uma mascara alternando os blocos de caracteres em todas as posi¢gdes, assim como o fun-
cionamento apresentado no item (b). Os blocos restantes sdo concatenados e as palavras
resultantes idénticas s&o consideradas como pontos proximos. Adaptado de [UST04].
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O primeiro passo do SketchSort trata da conversao dos valores reais, resultantes
da comparacao entre duas estruturas, em palavras binarias ordenadas*. Para realizar essa
transformagédo, esse algoritmo utiliza uma fungdo Hash Sensivel a Localidade (LSH - do
inglés Locality Sensitive Hashing) [IM98], cuja implementacao utiliza 0 método da projecao
aleatdria. Nesse método, dada uma colecgéo de vetores R¢, um vetor aleatorio é escolhido a
partir de uma distribuicdo Gaussiana d-dimensional, em que a média € igual a 0 e o desvio
padrdo igual a 1. O vetor aleatério selecionado a partir dessa distribuicao estavel, garante
que as medidas originais da vizinhanga sejam mantidas apds a conversdao em palavras
binarias [ITS*12].

Apdbs a criagdo do conjunto de palavras binarias, 0 segundo passo consiste na
ordenacéao dessas palavras pelo algoritmo radix [Dav92]. Esse algoritmo de ordenacao de
palavras é muito eficiente, cujo seu pior caso possui uma complexidade de O(nk), onde né
0 numero de elementos e k & o tamanho da palavra.

O terceiro passo do algoritmo divide esse conjunto de palavras em blocos de ca-
racteres de mesmo tamanho. Uma méascara é aplicada alternando os blocos de caracteres
em todas as posicoes, conforme esta exemplificado na Figura 5.15-(c). Os blocos restantes
sao concatenados e as palavras resultantes sdo comparadas pelo calculo da distancia de
Hamming. Quando duas estruturas apresentam a distancia igual a 0, o algoritmo define que
duas estruturas sdo estruturas vizinhas.

No final da execuc¢ao, o algoritmo SketchSort salva uma lista contendo os pares de
conformagdes vizinhas. A partir dessa lista € possivel elaborar os conjuntos de estruturas
similares com a construcao de um grafo nao dirigido. A proxima sec¢ao apresenta a analise
da aplicacao desse algoritmo SketchSort com a matriz de similaridade do modelo FFR.

5.3.5 Analise dos conjuntos de estruturas similares identificadas utilizando o algoritmo
SketchSort.

Ao utilizar um sistema de projecoes, o algoritmo SketchSort ndo determina as es-
truturas vizinhas de todo o conjunto de conformagdes do modelo FFR. Ao total, o algoritmo
avaliou 8.117 conformagdes, segmentando essa quantidade de conformacdes em 1.086
grupos. Contudo, diversos grupos apresentaram uma quantidade relativamente baixa de
conformagdes, considerando a quantidade de conformacdes do modelo FFR avaliado. As-
sim, como forma de restringir a quantidade de estruturas a serem avaliadas posteriormente,
foram selecionados apenas 0s grupos com uma representatividade acima de 0,5% das con-
formacdes identificadas pelo algoritmo SketchSort®. Esse critério selecionou 25 grupos e a
guantidade de conformagdes de cada grupo esta descrita na Tabela 5.5.

4No estudo de caso avaliado nesta tese, os valores reais s&o os resultados da comparagéo pareada entre
as estruturas do modelo FFR feitas pelo coeficiente de Tanimoto.
5A porcentagem é calculada com base no nimero de estruturas amostradas pelo algoritmo SketchSort.
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Tabela 5.5 — Grupos identificados pela avaliacdo do algoritmo SketchSort considerando o
modelo FFR. Os 25 grupos com maior quantidade de conformacodes (> 0,5%) sao selecio-
nados para definir as estruturas representativas do modelo FFR.

Conformacgdes no grupo | Quantidade de grupos | Representabilidade
570 1 6,78%
452 1 5,38%
429 1 5,10%
384 1 4,57%
256 1 3,05%
183 1 2,18%
176 1 2,09%
149 1 1,77%
143 1 1,70%
136 1 1,62%
117 1 1,39%
113 1 1,34%
97 1 1,15%
93 1 1,11%
90 1 1,07%
75 1 0,89%
60 1 0,71%
58 1 0,69%
52 1 0,62%
51 1 0,61%
50 1 0,59%
49 3 0,58%
45 1 0,54%
<45 1.061 53,28%

Os grupos com representatividade acima de 0,5% foram selecionadas para definir
0 conjunto de estruturas representativas do modelo FFR®. Nesta tese, esse limiar foi definido
por esse conjunto contemplar 46,72% do total de conformagdes selecionadas pelo algoritmo
SketchSort e também para limitar 0 nimero de estruturas a serem analisadas. Conforme
mostrado na Tabela 5.5, esses 25 grupos possuem uma porcentagem aproximada aos de-
mais 1.061 grupos, cuja soma € de 53,28%. A partir da selecao desses grupos, a proxima
etapa trata da identificacdo das estruturas representativas de cada grupo. Nesse sentido, o
arquivo contendo os pares de conformacdes vizinhas gerado pelo SketchSort é essencial.
Com base nesse arquivo, a estrutura presente em um maior numero de arestas é definida
como a estrutura representativa do grupo. As Figuras 5.16 e 5.17 mostram as diferentes
estruturas conformacionais da cavidade de ligagao do substrato obtidas das 25 estruturas
representativas dos grupos gerados pelo SketchSort. A Figura 5.16 descreve o conjunto de
25 estruturas representativas ordenadas pelo volume. Uma anélise do volume da cavidade
de ligacdo do substrato mostra os diferentes arranjos 3D das estruturas representativas.

8Esse limiar pode variar de acordo com a quantidade de estruturas que o pesquisador desejar investigar.
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RMSD Cavidade 1,4 &
Volume 999,2 A3
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RMSD Proteina 1,3 &
RMSD Cavidade 1,7 &

Conformagao 1.407
RMSD Proteina 1,2 &
RMSD Cavidade 1,7 A
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RMSD Proteina 1,1 &
RMSD Cavidade 1,3 &
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RMSD Cavidade 1,7 &
Volume 1.052,5 A3
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RMSD Cavidade 2,0 &

Volume 1.075,4 A2 Volume 1.084,0 A1 Volume 1.118,1 A2

Volume 1.196,9 &2

Volume 1,214,3 A2

Conformacdo 2,029
RMSD Proteina 1,2 A
RMSD Cavidade £,7 &
Volume 1.241,56 &3

Conformacio 16.577
RMSD Proteina 1,3 A
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Volume 1,535,6 A2

Conformagao 18,259
RMSD Proteina 1,4 &
RMSD Cavidade 1,8 &
Volume 1,699,9 £3

Conformagao 15.697
RMSD Proteina 1,3 &
RMSD Cavidade 1,8 &
Volume 1,297,4 A2

Conformacado 2.248
AMSD Proteina 1,3 4
RMSD Cavidade 1,8 A
Volume 1.346,3 A3

Figura 5.16 — Representacao volumétrica das 25 estruturas representativas dos grupos
identificados pelo algoritmo SketchSort. A andlise por inspecao visual real¢a as diferencas
conformacionais da cavidade de ligacao do substrato existentes no modelo FFR. As con-
formacgdes, que estado ordenadas pelo volume, descrevem outras informagdes comparativas
como o valor do RMSD da proteina, o valor do RMSD dos atomos da cavidade de ligacao
do substrato e o volume identificado pelo CASTp [BNL03]. Um exemplo é a conformacéao
3.323 (vermelha) com o menor volume da cavidade, cujo valor do RMSD da proteina e o
RMSD da cavidade resultaram em 1,3 A e 1,8 A, respectivamente. Essa conformagcéo apre-
senta os valores de RMSD muito similares as 5 conformagbes com os maiores volumes
encontrados, ressaltando o problema da métrica do RMSD.
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A Figura 5.17 apresenta uma comparacao entre as cavidades de ligacao do subs-
trato das estruturas representativas que apresentaram as maiores variacoes estruturais da
cavidade alvo. Essa variagao estrutural evidencia a flexibilidade da cavidade do substrato do
modelo FFR dessa proteina. Além disso, esse conjunto possibilita a exploracéo de variados
arranjos 3D da cavidade de ligacao do substrato.

Diferentemente das estruturas representativas encontradas nas sec¢des 5.1 € 5.2, 0
método utilizando um conjunto de tridngulos de propriedades farmcoféricas com a selecao
de estruturas vizinhas pelo SketchSort obteve uma selecao de estruturas representativas
com cavidades do sitio de ligacao bastante distintas. Um importante diferencial na utilizacdo
do algoritmo SketchSort foi o tratamento de uma quantidade densa de dados solucionada
em um curto periodo de tempo (devido a sua complexidade ser linear).

Figura 5.17 — Representagéo volumétrica dos atomos que delimitam a cavidade de ligagao
do substrato da enzima InhA de Mtb das conformagdes 776 (verde claro), 2.248 (amarelo),
16.577 (verde) e 17.114 (azul) do modelo FFR. Esta figura destaca as diferentes conforma-
cOes representativas selecionadas pelo algoritmo SketchSort.

Uma avaliagéo da variancia do RMSD foi realizada com as estruturas que estéo
conectadas no grafo resultante do algoritmo SketchSort. Esta avaliagdo comparou a vari-
ancia dos valores de RMSD dos 25 conjuntos identificados nesta secao 5.3 e os comparou
com os resultados da abordagem apresentada na secéo 5.2. A Figura 5.18 apresenta o
resultado da comparacao destas abordagens. O grafico em barras representa a variancia
calculada para cada proteina e as linhas mostram a andlise da varianga média acumulada
em cada experimento. A final desta avaliagao, os valores resultantes da varianga acumulada
para os conjuntos formados pelos Atributos da Cavidade, do RMSD da Cavidade, do RMSD
da Proteina e as Propriedades Farmacoféricas foram de 0,46 A, 0,50 A, 0,51 A e 0,40 A,
respectivamente. Desta forma, estes resultados corroboram os valores prévios identificados
na analise apresentada na Figura 5.16.
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Figura 5.18 — Analise da variancia dos valores do RMSD considerando os agrupamentos
gerados a partir dos conjuntos de dados das propriedades farmacoféricas, Atributos da
Cavidade, RMSD da Cavidade e o RMSD da Proteina. Os conjuntos de dados séo separa-
dos por cores, onde o azul claro, amarelo, verde e salmao representam os resultados dos
conjuntos de dados dos Atributos da Cavidade, RMSD da Cavidade, RMSD da Proteina e
Propriedades Farmacoféricas, respectivamente. O grafico em barras representa os valores
da variancia para cada proteina e o grafico de linhas apresenta os valores médios acumula-
tivos de cada conjunto. O agrupamento formado a partir das informacdes das propriedades
farmacoféricas apresenta a menor variancia em 95% dos casos analisados.

O conjunto formado pela pelas propriedades farmacoforicas apresentou uma va-
riabilidade menor por conseguir formar conjuntos compostos por cavidades do sitio ativo
muito similares. Assim como na andlise da se¢éo 5.2, os adutos apresentaram uma varian-
cia baixa. 1sso ocorre pelo fato da coenzima NADH nédo apresentar uma grande alteragao,
visto que o local de encaixe é propicio justamente para esta coenzima. Além disso, ha uma
ligagéo covalente entre o ligante e o anel da nicotinamida do NADH para formar o aduto.
Assim, podemos considerar que uma parte do ligante fica “fixa” na posicao de referéncia.

5.4 Consideracoes finais.

Segundo [TA08], em experimentos de triagem virtual € melhor utilizar um conjunto
pequeno e cuidadosamente selecionado de conformacdes ao invés de avaliar todas as con-
formagdes de um modelo FFR. Nesse sentido, a utilizagdo de algoritmos de agrupamento
para particionar conformacdes similares tem sido a técnica de mineracao de dados mais
adequada para filtrar as informacgdes estruturais de propriedades de uma trajetéria de mo-
delos FFR [STTCO07, TvG94]. No entanto, a aplicacao de técnicas de agrupamento base-
adas apenas nos valores de RMSD n&o se mostra apropriada para separar conformacdes
quando existe uma cavidade de ligacdo do substrato conhecida. Isso ocorre devido aos
valores do RMSD serem obtidos a partir de medidas absolutas da distancia euclidiana, nao
avaliando caracteristicas fundamentais da cavidade de ligacao do substrato do receptor.
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Antes das avaliagdes descritas neste capitulo, os agrupamentos gerados previ-
amente em nossas pesquisas ja evitavam utilizar somente as informagdées do RMSD da
proteina, considerando como conjunto de dados as interagcdées entre uma coenzima e o
modelo FFR. Contudo, esse tipo de avaliacdo tornava o agrupamento especifico para um
ligante, ocasionando a necessidade de analises manuais frequentes. Dessa forma, essa
etapa da geracao dos agrupamentos era um grande gargalo que inviabilizava a automati-
zagao do processo de testes sequenciais de conjuntos de ligantes utilizando o ambiente
wFReDoW [DPFNdSR13].

Assim, neste capitulo foram apresentados trés estudos sobre novos métodos para
selecionar grupos de conformacdes similares a partir de modelos FFR com base na utiliza-
cao de propriedades essenciais da cavidade de ligacdo do substrato do receptor. As secdes
a seguir apresentam um resumo de cada estudo.

5.4.1 Agrupamento baseado na analise de 4 propriedades da cavidade de ligacao do
substrato.

Este foi o0 primeiro conjunto de experimentos utilizando somente a analise da cavi-
dade de ligagédo do substrato por alguns critérios de similaridade, sem utilizar quaisquer re-
sultados de docagem molecular. Abaixo estdo descritas as principais caracteristicas deste
agrupamento:

 conjunto de dados: 4 atributos, sendo eles: o RMSD da proteina, a area acessivel ao
solvente, o volume da cavidade do substrato e a quantidade de atomos pesados da
enzima 1BVR presentes na cavidade de ligacado do substrato da conformacao.

« indice para estimar o melhor nimero de grupos: indice Davies-Bouldin, indice Dunn e
0 gap estatistico.

+ algoritmo: k-means
» gquantidade de grupos: 10

* principais vantagens: o conjunto de entrada apresenta detalhes que complementam
as informacdes dos valores do RMSD. Os agrupamentos sao obtidos de forma rapida
devido ao algoritmo de agrupamento utilizado.

* principais desvantagens: a baixa quantidade de agrupamentos identificados. Além
disso, também apresentou pouca precisdao nos grupos particionados devido ao con-
junto de dados possuir poucos atributos. As estruturas representativas de cada grupo
nao apresentaram relevantes variacées conformacionais.

Esse novo agrupamento tornou possivel realizar o processo de testes sequenciais
de conjuntos de ligantes utilizando o ambiente wFReDoW(web Flexible Receptor Docking
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Workflow) de forma automatizada. As particularidades desse agrupamento solucionam o
problema da geracao automatica dos grupos de entrada do P-SaMI [Hib10, HRFNdS15],
o qual procura selecionar grupos de conformacdes que sejam favoraveis entre as intera-
cdes do modelo FFR com o ligante. Os resultados obtidos com este agrupamento foram
publicados na revista Expert Systems With Aplications [QDPRNdS14].

Embora este agrupamento tenha apresentado bons resultados com o P-SaMl, as
estruturas representativas de cada grupo nao apresentaram relevantes variacées conforma-
cionais. Assim, este agrupamento n&o fornece uma variabilidade estrutural que pretende-se
utilizar nesta tese.

5.4.2  Agrupamento baseado na analise de 12 propriedades da cavidade de ligacao do
substrato.

Uma das limitagcbes mais importantes identificadas no agrupamento descrito na
Secao 5.1 se refere a subjetividade ainda existente no conjunto de dados avaliado. A solu-
cao encontrada foi descrever de forma mais detalhada o atributo que armazenava a quanti-
dade de atomos pesados da enzima 1BVR presentes na cavidade de ligacao do substrato
da conformacgéao. Abaixo estdo descritas as principais caracteristicas deste agrupamento:

 conjunto de dados: 12 atributos, sendo eles: o RMSD da cavidade de ligacdo do subs-
trato, o volume da cavidade de ligacdo do substrato e os outros 10 atributos descrevem
a quantidade de atomos de cada um dos 10 residuos da enzima 1BVR presentes na
cavidade de ligagdo do substrato da conformacéo.

* indice para estimar o melhor nimero de grupos: utilizou-se a soma das diferengas dos
trés quartis entre os agrupamentos identificados e os valores do modelo FFR.

+ algoritmos: algoritmos particionais (k-means e k-medoid) e algoritmos hierarquicos
aglomerativos (Complete linkage, UPGMA, WPGMA e Ward’s).

» quantidade de grupos: 48

* principais vantagens: o novo conjunto de dados permite caracterizar mais detalha-
damente os diferentes comportamentos encontrados no sitio de ligacao ao longo do
modelo FFR, possibilitando a identificagdo de estruturas representativas capazes de
garantir resultados aproximados com o modelo FFR tanto da FEB quanto do RMSD.
Outra vantagem foi a descricao detalhada de diversos algoritmos de agrupamento,
validando os resultados com informagdes dos valores da FEB e do RMSD.

* principais desvantagens: definir a quantidade ideal de grupos utilizando diferentes
conjuntos de dados e diferentes algoritmos. As estruturas representativas de cada
grupo também n&o possuem relevantes varia¢gées conformacionais entre os grupos.
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A avaliacdo das 48 estruturas representativas identificadas por este agrupamento
apresentou uma consideravel aproximacao com o modelo FFR, atingindo 75% dos ligantes
obtidos das estruturas cristalinas do PDB. Isso destacou a relevancia de considerar um
conjunto maior de propriedades da cavidade de ligacdo de substrato (além dos valores
do RMSD). A avaliacdao do conjunto de Atributos da Cavidade pelo algoritmo hierarquico
Complete linkage mostrou-se capaz de reduzir a dimensao do modelo FFR a um tamanho
gerenciavel, mantendo as caracteristicas mais relevantes para encontrar novos inibidores
para a proteina em estudo. Esses resultados foram publicados na revista PloS one.

Embora este agrupamento tenha apresentado resultados interessantes, esperava-
se obter agrupamentos de estruturas representativas apresentando dispersées com grupos
bem separados e coesos. Além disso, as conformacdes representativas de cada grupo
também ndo apresentaram relevantes variagées conformacionais, fato também constatado
no agrupamento descrito na Sec¢ao 5.1.

5.4.3  Agrupamento com vetores de propriedades farmacoforicas.

As estruturas representativas selecionadas nas sec¢oes 5.1 € 5.2 ndo apresenta-
ram variacdes estruturais significativas entre os diferentes grupos. Apds essa avaliagao,
foram pesquisadas formas mais adequadas de se identificar estruturas similares foram pes-
quisados. Trabalhos recentes na literatura tém apontado para os problemas relacionados
com a utilizagdo de informagcées como o RMSD, medida que pode variar conforme o ali-
nhamento dos atomos considerados [CLP11, L™13]. A fim de evitar o viés ocasionado
pela medida do RMSD, a Secao 5.3 mostrou um novo método que avalia as propriedades
fisico-quimicas da cavidade de ligacao do substrato utilizando triangulagdes entre as pro-
priedades farmacoféricas do receptor. Abaixo estdo descritas as principais caracteristicas
deste agrupamento:

+ conjunto de dados: vetor de propriedades farmacoféricas com 60.654 posi¢cdes. Cada
posicao corresponde a um triangulo canénico formado a partir das propriedades far-
macoféricas da cavidade de ligacao do substrato do receptor.

» algoritmo(s): SkecthSort.

» quantidade de grupos: 1.086. no entanto, o numero de estruturas representativas
foi limitado em 25 por questées computacionais e devido a esse conjunto de grupos
conter = 46% das estruturas similares identificadas pelo algoritmo.

* principais vantagens: o conjunto de dados armazena uma grande quantidade de in-
formacgdes detalhadas da cavidade de ligacao do substrato, possibilitando uma avali-
acao fidedigna as caracteristicas de cada conformacao do modelo FFR. O conjunto
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de estruturas representativas elencadas possui uma grande variabilidade estrutural
(conforme ilustrado na Figura 5.16).

* principais desvantagens: a etapa de caracterizacdo da estrutura até a elaboracao
da matriz de similaridade pelo calculo do coeficiente de Tanimoto é demorada. esse
tempo é compensado pela aplicacdo do algoritmo SkecthSort. Contudo, esse algo-
ritmo nao identifica a similaridade de todas as conformacdes do modelo FFR.

Em comparacdo com outros estudos de agrupamento de trajetérias de modelos
FFR, o método proposto na se¢éo 5.3 utilizando um conjunto de tridngulos de propriedades
farmcoféricas com a selecao de estruturas vizinhas pelo SketchSort apresentou vantagens
essenciais na selecdo de estruturas representativas, identificando cavidades do sitio de
ligacdo bastante distintas.

Embora o método apresentado aqui tenha selecionado um conjunto contendo 25
estruturas, outros valores podem ser utilizados, dependendo apenas da quantidade de es-
truturas que o pesquisador esta disposto a avaliar. Cabe ressaltar que é preciso avaliar
constantemente o equilibrio do custo versus beneficio do conjunto de dados e dos métodos
a serem utilizados.

O préximo capitulo descreve o desenvolvimento do método para determinar con-
juntos de hipéteses farmacoféricas 3D baseadas nas caracteristicas fisico-quimicas da es-
trutura 3D de regides inacessiveis por estruturas cristalinas do receptor InhA de Mtb. O
conjunto de propriedades farmacoféricas sao extraidas a partir das estruturas representati-
vas dos grupos formados na secao 5.3.
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6. Triagem virtual em BD de ligantes considerando propriedades
fisico-quimicas das estruturas representativas do modelo FFR

No capitulo anterior um método para particionar conjuntos de estruturas com cavi-
dades de ligacdo do substrato similares foi descrito. Esse método identificou 25 conjuntos
de estruturas similares mais representativas. Apés definir o conjunto amostrado do modelo
FFR, este capitulo descreve a etapa final do método visando reduzir o conjunto de ligantes
a serem avaliados nos experimentos de docagem molecular. A qualidade dos conjuntos de
ligantes a serem selecionados depende diretamente da especificidade do arranjo espacial
de propriedades fisico-quimicas essenciais para a formagao das interacdes de complexos
receptor-ligante utilizadas no processo de triagem virtual.

Segundo Hu [HL13], grande parte dos modelos farmacoféricos baseados em estru-
tura sdo dependentes das caracteristicas fisico-quimicas presentes nos complexos receptor-
ligante conhecidos. Desta forma, as regides dentro da cavidade que nao interagem com o
conjunto de ligantes formadores do modelo farmacoférico e que podem permitir a interacéo
de ligantes estruturalmente diferentes, consequentemente, ndo estardo contempladas nesta
busca seletiva. Assim, abordagens alternativas tém sido desenvolvidas utilizando as propri-
edades da cavidade de ligagdo do substrato para gerar modelos farmacoféricos baseados
na proteina sem considerar as informacdes de ligantes complexados [KBK*01, TCM*08,
CC11, HL12]. No entanto, importantes limitacdes tém sido encontradas nessas aborda-
gens, reforcando a necessidade de novas solugcdes capazes de enderecgar o problema da
flexibilidade de forma efetiva.

Assim, 0 método apresentado nesta tese busca selecionar um conjunto de ligantes
contendo caracteristicas fisico-quimicas 3D favoraveis ao encaixe na cavidade de ligacéao
do substrato de um modelo FFR. As estruturas selecionadas irdo compor uma lista dos
ligantes mais promissores a se tornarem candidatos a farmacos para a enzima avaliada.
Inicialmente, as etapas da metodologia sdo apresentadas. Apés, para testar a eficacia da
funcéo desenvolvida serdo utilizados experimentos com a enzima InhA de Mycobacterium
tuberculosis.

6.1 Metodologia

Segundo Dror [DSPNWO04], existem quatro etapas fundamentais para o desen-
volvimento de modelos farmacoféricos 3D baseados na estrutura de receptores flexiveis.
Essas etapas consideram: (1) a qualidade das estruturas a serem utilizadas, (2) a amostra-
gem de conformacgdes desse conjunto, (3) a identificacao das propriedades farmacoféricas
complementares da cavidade de ligacao do substrato e, por fim, (4) a analise do conjunto
de ligantes selecionados.
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Algumas das etapas definidas por Dror [DSPNWO04] foram readequadas no intuito
de melhorar o entendimento deste trabalho. Assim, a metodologia adotada esta dividida
nas seguintes etapas:

» Etapa 1: Analisar a proteina alvo e avaliar a qualidade das estruturas do modelo
flexivel a ser utilizado na geracao dos modelos farmacoféricos 3D.

» Etapa 2: Selecionar os conjuntos de conformagées similares do modelo FFR da pro-
teina alvo.

» Etapa 3: Gerar os modelos famacoféricos 3D com base nos grupos de estruturas
similares, destacando as regides que nao se sobrepdem a estrutura cristalina.

» Etapa 4: Analisar o conjunto de ligantes selecionados pelo modelo farmacoférico.

6.2 Analisar a proteina alvo e avaliar a qualidade das estruturas do modelo flexi-
vel a ser utilizado na geracao dos modelos farmacoforicos 3D

A avaliacdo da qualidade das estruturas a serem estudadas é fundamental para
possibilitar, ao final do processo, a geragcdao de modelos farmacoféricos acurados. A qua-
lidade da avaliacdo dessas estruturas depende, primeiramente, da qualidade da estrutura
que serd utilizada como molde para a geragao do modelo FFR. A qualidade das estruturas
cristalinas depende principalmente da resolugéo e do fator-R, devendo serem consideradas
nos estudos somente estruturas que possuam boas resolugdes e com um fator-R satisfato-
rio [Las95, Las03]. A avaliacdo dessa etapa foi realizada previamente durante a elaboracao
desta tese no capitulo 3 e no capitulo 4.

6.3 Selecionar os conjuntos de conformacoes similares do modelo FFR.

Algoritmos de agrupamento tém sido amplamente utilizados para reduzir a dimen-
sionalidade de trajetérias de modelos FFR [STTCO07, TvG94]. No entanto, trabalhos recen-
tes na literatura tém apontado os problemas relacionados com a utilizacdo de informacdes
como o RMSD, medida que também tende a variar conforme o alinhamento dos atomos
considerados [CLP11, L*13].

A fim de evitar o viés ocasionado na geracao de agrupamentos baseados somente
na medida do RMSD, o capitulo 5 descreveu trés métodos distintos para selecionar os
conjuntos de conformagdes similares do modelo FFR da proteina alvo considerando as
propriedades fisico-quimicas da cavidade de ligacdo do substrato. O método descrito na
secao 5.3, utilizando triangularizacées entre as propriedades farmacoféricas do receptor,
apresentou os melhores resultados, identificando estruturas representativas de cada grupo
com arranjos espaciais 3D bastante distintos.
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6.4 Gerar os modelos famacoféricos 3D com base nos grupos de estruturas si-
milares, destacando as regioes que nao se sobrepéem a estrutura cristalina.

As informacgdes 3D da cavidade de ligacdo do substrato contendo as proprieda-
des fisico-quimicas tém possibilitado a descoberta de proteinas que possuem sitios fun-
cionais similares de forma eficiente [SKK02, SPNWO04]. A Figura 6.1 mostra um exemplo
da pesquisa desenvolvida por Shulman-Peleg [SPNWO04], cujo objetivo era identificar sitios
funcionais similares entre as estruturas disponibilizadas no sitio do PDB. Nesse trabalho,
Shulman-Peleg e colaboradores avaliaram a influéncia das propriedades farmacoféricas,
definindo um conjunto de pseudocentros na coordenada atémica do atomo de influéncia lo-
calizado na cavidade da proteina. Esses pseudocentros representam farmacéforos 3D que
definem propriedades fisico-quimicas que podem interagir com o ligante [LP03].

Figura 6.1 — Representagao das propriedades fisico-quimicas de uma cavidade identifica-
das pelo conjunto de pseudocentros da proteina. A superficie acessivel aos pseudocentros
séo coloridas de acordo com as propriedades fisico-quimicas do pseudocentro em contato
(Azul: Do; Vermelho: Ac; Verde: Ac e Do; Laranja: Hi; Branco: Ar).

Deste modo, os pseudocentros podem ser definidos como a representacao hipo-
tética das propriedades farmacoféricas dos atomos ou grupos funcionais do receptor na
cavidade de ligacao do substrato [SKKO02]. Desta forma, os pseudocentros estdo basea-
dos em uma classificagao fisico-quimica simplista de atomos ou grupos funcionais que séo
classificados em hidrofébicos (Hi), doadores de Hidrogénio (Do), aceitadores de Hidrogénio
(Ac), anéis aromaticos (Ar), ions negativos (-) e ions positivos (+). A Tabela 5.3 apresenta
a relagcao dos residuos e as suas respectivas propriedades farmacoféricas consideradas’.

"Neste capitulo a propriedade do atomo aceitador e doador de Hidrogénio (AD) é considerada como 2
pontos independentes de mesma coordenada, permitindo que o especialista escolha as propriedades que
deseja selegao.
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6.4.1 Identificacdo das propriedades farmacoféricas complementares do receptor.

As propriedades farmacoforicas avaliadas pelos pseudocentros descreveram até
0 momento as caracteristicas relacionadas ao receptor. Contudo, o objetivo desta tese &
desenvolver um filtro para selecionar conjuntos de ligantes a partir da avaliagédo das pro-
priedades da cavidade de ligacao do receptor. Para definir o arranjo 3D das propriedades
farmacoféricas da cavidade e selecionar conjuntos de ligantes é preciso obter a regido
complementar das propriedades do receptor. Assim, € possivel gerar a complementarie-
dade dos pseudocentros com base nas propriedades e distancias definidas na Figura 6.2.
O conjunto de distancias adotado seguiu a avaliacao de estruturas experimentais definidas
por Liljefors [LPO3].
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Figura 6.2 — Definicdo das distancias das projecbes do pseudocentro para cada
atomo/grupo funcional da conformacao. Os fragmentos pertencentes aos residuos sao re-
presentados pelos atomos Nitrogénio (N), Oxigénio (O) e Carbono (C). A regiao de contato
do ligante corresponde aos circulos pretos. (a) Grupo amina (Ac) pode interagir com Do.
(b) Grupo amina (Do) pode interagir com Ac. (¢) Grupo carboxilato (-) pode interagir com
um ion +. (d) HIS (Do,Ac) pode interagir com Do e Ac. (e) Grupo cetona (Ac) pode interagir
com Do. (f) Grupo hidroxila (Do,Ac) pode interagir com Do e Ac. (g) Anel aromatico (Ar)
pode interagir com Ar em ambos os lados. Adaptada de [LPO3].

A partir da identificacdo dessas propriedades ja seria possivel projetar todo o con-
junto de propriedades da cavidade de ligacdo do substrato conforme o conjunto de residuos
que delimitam essa cavidade alvo. No entanto, avaliar muitas propriedades farmacoféricas
sem haver uma prioridade (por exemplo definir interacdes essenciais) acaba tornando a
busca redundante. Normalmente, modelos farmacoforicos que consideram acima de 7 pro-
priedades quimicas também acabam incorrendo no mesmo problema, obtendo como resul-
tado um conjunto expressivo de estruturas a serem docadas [Yan10]. Desta forma, existem
muitos métodos desenvolvidos para reduzir a dimensionalidade desse problema [LB12].
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6.4.2  Projetar as propriedades farmacoféricas das estruturas representativas do modelo
FFR, destacando as propriedades nao acessiveis da estrutura cristalina modelo.

Nesta tese, o receptor investigado é um modelo de Receptor Totalmente Flexivel.
O principal motivo de se utilizar um modelo flexivel € o de se conseguir explorar as regides
nao contempladas pelos conjuntos de estruturas cristalinas. Assim, a simulacao de parte
da flexibilidade do receptor pode possibilitar o acesso de pequenas moléculas candida-
tas a farmaco as regides “inéditas” proporcionadas pelo modelo FFR. O método elaborado
avalia o modelo flexivel e o compara com uma estrutura cristalina para encontrar os mode-
los farmacoféricos 3D que possam selecionar um conjunto de estruturas diferentes de um
conjunto obtido a partir da avaliagao realizada somente de uma estrutura cristalina. Desta
forma, para cada propriedade farmacoférica ja existente na estrutura cristalina, a proprie-
dade é projetada na cavidade alvo com o raio da propriedade farmacoférica reduzido (0,2 A).
As propriedades farmacoféricas de regides inacessiveis por estruturas cristalinas possuem
raios de 1,0 A. A Figura 6.3 mostra um exemplo de um modelo famacoférico 3D gerado a
partir do método apresentado nesse capitulo avaliando a estrutura 776 ps do modelo FFR
de InhA em comparagao com a estrutura 2B37 [STB*06].

Figura 6.3 — Representacao de um modelo famacoférico 3D obtido a partir da avaliagdo da
funcao heuristica da estrutura 776 ps do modelo FFR de InhA utilizando como estrutura de
comparagao a estrutura 2B37 (Amarelo: Do; Branco: Ac; Verde: Hi; Azul: ion positivo).
(a) Diferenca entre os volumes da cavidade de ligagdo do substrato da estrutura 776 ps
do modelo FFR de InhA (verde) e da estrutura cristalina 2B37 (vermelho). (b) Projecéo do
modelo farmacoférico com os atomos que delimitam a cavidade de ligacdo do substrato da
estrutura cristalina 2B37. Essa imagem ressalta ao especialista de dominio a regiéo flexivel
que o modelo esta avaliando. (c) Projecdo do modelo farmacoférico com os atomos que
delimitam a cavidade de ligacdo do substrato da conformacao 776 do modelo FFR.
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Esse tipo de projecao diferenciada das propriedades evidencia para o pesquisador
quais propriedades farmacoféricas 3D encontradas sao devidas a consideracao da flexibi-
lidade do modelo FFR. Na Figura 6.3-a é possivel aferir a diferenga entre os volumes da
cavidade de ligacdo do substrato da estrutura 776 ps do modelo FFR de InhA (verde) e
da estrutura cristalina 2B37 (vermelho). O volume da cavidade alvo da estrutura crista-
lina € menor que o volume identificado na estrutura do modelo FFR. A Figura 6.3-b e a
Figura 6.3-c apresentam a projecao do modelo farmacoférico com os atomos que delimi-
tam a cavidade de liga¢do do substrato da estrutura cristalina 2B37 e da conformagao 776
do modelo FFR, respectivamente. Em especial, a Figura 6.3-b ressalta ao pesquisador os
pontos farmacoféricos que néao estao acessiveis na avaliagdo da estrutura cristalina. Assim,
uma das principais contribuicbes desta tese é permitir ao especialista de dominio que ele
mesmo manipule o modelo farmacoférico 3D, selecionando as hipbéteses que sejam mais
adequadas.

No processo de triagem virtual em BD de ligantes é natural ocorrer consultas que
retornem uma grande quantidade de compostos. Uma forma de restringir efetivamente esse
espaco de busca € inserir as informagdes das regides que os ligantes a serem seleciona-
dos ndo podem ocupar. Esse volume ocupado pelo receptor é conhecido como volume
essencial ocupado.

6.4.3 Identificagcdo do volume essencial do receptor.

As avaliagbes de triagem virtual baseadas em modelos farmacoféricos que con-
sideram na avaliagdo os volumes inacessiveis da cavidade tém apresentado resultados
com maiores indices de acerto [SMdGO07]. Desta forma, o método desenvolvido calcula o
volume essencial do receptor e gera um arquivo independente contendo somente a informa-
cao dessas regides inacessiveis. Esse arquivo serve para complementar o arquivo principal
gue armazena as informacodes farmacoforicas da cavidade alvo.

A Figura 6.4 mostra a projecao do mesmo modelo farmacoférico 3D da confor-
macgao 776 ps do modelo FFR. A diferenga entre a Figura 6.4-a e a Figura 6.4-b esta na
avaliacao ou nao do volume essencial do receptor na consulta a ser utilizada no processo
de triagem virtual. A projecdo dessas esferas deve limitar sensivelmente a quantidade de
ligantes a serem avaliados.

6.4.4 Editar as hip6teses famacoféricas 3D e aplicar o filtro para selecionar o conjunto
de ligantes do Banco de Dados ZINC.

A funcgéo heuristica desenvolvida nesta tese avalia o conjunto das 25 estruturas re-
presentativas usando como comparacao as estruturas cristalinas descritas na Tabela 3.1. O
resultado da avaliagdo de cada conformacgao representativa € armazenado em um arquivo
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contendo as propriedades farmacoforicas. Esse arquivo da avaliagdo da conformacao re-
presentativa serve como o arquivo de entrada da ferramenta ZINCPharmer [KC12]. Essa
ferramenta permite a construcao e o refinamento de modelos farmacoféricos gerados a par-
tir da avaliacdo dos ligantes conhecidos, pesquisando por novos ligantes que contemplem
a restricao farmacoférica extraida do ligante conhecido. Segundo Koes & Camacho [KC12],
as principais caracteristicas dessa ferramenta sao:

+ Editar: Existe uma interface grafica que permite a edi¢cdo e o refinamento dos mode-
los farmacoféricos a serem pesquisados. Os ligantes resultantes da pesquisa no BD
podem ser visualizados para aferir o quanto as propriedades do ligante conseguiram
sobrepor a hipétese farmacoférica.

» Banco de Dados de ligantes: O ZINCPharmer utiliza um BD modelado para o tipo de
necessidade dessa ferramenta. Esse BD € atualizado mensalmente pelo conjunto de
ligantes capturados a partir do BD ZINC. Cada molécula do ZINC é projetada tridimen-
sionalmente pelo software Omega e os 10 melhores conférmeros sdo armazenados,
como uma forma de avaliar a flexibilidade do ligante.

» Busca por ligantes com base na avaliagdo dos farmacéforos: o ZINCPharmer é ba-
seado no método de pesquisa por farmacéforos desenvolvido pelo Pharmer [KC11],
cujo processamento é capaz de pesquisar quase 2 milhdes de estruturas em menos
de um minuto.

&—‘) i

Figura 6.4 — Representacao do volume ocupado pelo receptor na avaliagao do modelo far-
macofoérico 3D gerado para a conformagao 776 ps da enzima de InhA de Mib. (a) Re-
presentacdo em fitas da estrutura 776 do modelo FFR e 7 propriedades farmacoféricas
projetadas dentro da cavidade de ligacdo do substrato (Amarelo: Do; Branco: Ac; Verde:
Hi). (b) Projecao do volume essencial do receptor considerando as mesmas propriedades
farmacoféricas definidas no item a.
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A Figura 6.5 apresenta a interface gréafica do ZINCPharmer [KC12] que pode ser
acessada diretamente (http://zincpharmer.csb.pitt.edu/pharmer.html), sem a necessidade
de precisar submeter uma estrutura cristalina antes de chegar nesta area. Assim, as propri-
edades farmacoféricas geradas pela fungao heuristica envolvidas no modelo sédo projetadas
nessa ferramenta. A partir da projecao dos pontos farmacoforicos do arquivo gerado pela
funcéo heuristica, o especialista faz uma avaliagdo do modelo gerado, podendo ajustar o
posicionamento, configurar o tamanho do raio da propriedade definida e também inserir no-
vas propriedades. Por fim, o especialista pode abrir o arquivo que restringe a possibilidade
de ligantes candidatos sobreporem a regido do volume essencial do receptor. Contudo,
essa ferramenta limita a abertura de arquivos contendo uma quantidade superior a 25 pon-
tos farmacoféricos. Nos casos quando as quantidades sao superiores a 25 pontos, a funcéao
heuristica ira particionar os arquivos contendo as propriedades.
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Figura 6.5 — Interface gréafica da ferramenta ZINCPharmer. O menu principal esta disposto
na base da ferramenta. Na parte da direita estdo dispostos os ligantes selecionados con-
forme as propriedades farmacoféricas definidas [KC12].

6.4.5 Ordenar o conjunto de ligantes selecionados pela probabilidade de se tornarem
candidatos a fA&rmacos para a enzima avaliada.

A quantidade de ligantes selecionada pelo ZINCPharmer pode ser elevada, mesmo
considerando poucas estruturas da proteina. Desta forma, realizar os experimentos de do-
cagem molecular como todos os ligantes selecionados pode se tornar uma tarefa onerosa.
No entanto, se o objetivo é selecionar estruturas para executar experimentos de docagem
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molecular com o modelo FFR, uma lista com os ligantes com maior probabilidade de inte-
ragir com as estruturas desse modelo FFR pode contribuir na aceleracao dessa avaliagao.
Os principais fatores que podem influenciar esse conjunto séo:

» Volume da cavidade de ligagcédo do substrato: As cavidades de ligagéo do substrato que
possuem grandes volumes tém uma probabilidade maior de ancorar pequenas molé-
culas. Isso porque, elas permitem uma exploragédo maior da flexibilidade do ligante a
ser testado e também aumentam a quantidade de regides que podem interagir com o
ligante.

* Representatividade da estrutura no modelo FFR: Cada uma das 25 estruturas seleci-
onadas representam diferentes quantidades de conformacdes ocorridas na trajetoria
do modelo de Receptor Totalmente Flexivel. Uma ponderacédo deve ser avaliada de
modo que as estruturas representativas de conjuntos com muitas conformacgdes te-
nham uma prioridade maior.

A ferramenta do ZINCPharmer fornece um valor do RMSD resultante da analise
do erro de posicionamento das propriedades existentes nos ligantes selecionados com o
modelo farmacoférico. No entanto, a projecdo do modelo farmacoférico possui um limiar
de incerteza na determinagao dos pontos devido a abstracdo aplicada. Entdo, para se
aplicar uma ordenacdo baseada nesta analise de erro seria necessario, primeiramente,
reduzir o grau de incerteza da projecdo do modelo. Assim, a ordenacédo dos ligantes a
serem avaliados € baseada apenas no volume da cavidade de ligacdo do substrato e na
representatividade da estrutura no modelo FFR. A préxima sec¢édo descreve a avaliagdo do
método apresentado neste capitulo.

6.5 Avaliacao do método desenvolvido

Para avaliar o método descrito, as estruturas representativas dos conjuntos de es-
truturas similares foram comparadas com a estrutura cristalina 1ENY [DQB*95] (Figura 6.6).
Essa estrutura cristalina foi escolhida por ser a estrutura molde que originou o0 modelo FFR
de 19,5 ns. Desta forma, essa avaliagdo simula um processo ideal: (1) uma estrutura crista-
lina somente com a coenzima NADH é escolhida; (2) um modelo FFR é gerado para simular
a flexibilidade dessa proteina; e (3) o método descrito nessa tese é aplicado para evidenciar
as regides flexiveis do modelo FFR que a estrutura cristalina nao contempla. O item 3 se
torna fundamental a medida que os modelos flexiveis sdo cada vez mais extensos.

Nessa avaliagcdo, primeiramente € caracterizada a hipétese de trabalho, sendo
apos apresentado os conjuntos de experimentos de docagem molecular utilizados nessa
avaliacao.



118

Figura 6.6 — Representacao volumétrica da cavidade de ligacao do substrato da estrutura
776 ps do modelo FFR de InhA (verde claro) e a estrutura cristalina 1ENY [DQB*95] (la-
ranja) em 3 diferentes poses. A visualizagao frontal da cavidade (imagem do meio) mostra
uma reducgéo de altura do volume acessivel da cavidade de ligagdo do substrato da estru-
tura 776 em relacao a estrutura cristalina.

6.5.1 Caracterizacao formal da hipétese

Nesta tese, o método proposto tem como objetivo explorar o maximo da flexibili-
dade proporcionada pelo modelo FFR com a utilizagdo de um conjunto de estruturas repre-
sentativas. Desta forma, a comparacgéao deste método é feita com a estrutura cristalina que
originou 0 modelo FFR, elencando inicialmente a seguinte hipbtese:

1. Hipétese Nula: H,: Os ligantes selecionados apresentam resultados de energia livre
de ligacao (FEB) aproximados na avaliagdo dos experimentos de docagem molecular
considerando a estrutura cristalina e as 25 estruturas representativas do modelo FFR
de 19,5 ns. Neste caso, podemos inferir que os desempenhos obtidos sdo equivalen-
tes (F E B istatina = F E Brepresentativas)-

2. Hipotese Alternativa, H,: Existe pelo menos um resultado na avaliagdo dos expe-
rimentos de docagem molecular que apresenta o valor de FEB com diferenca sig-
nificativa da estrutura cristalina, sendo adotado o limiar de até 1 kcal/mol entre as
moléculas [HMOGO07]. Esse valor ocorre devido ao acesso de alguma regido flexivel.

Caso a Hipétese Nula seja refutada em favor da Hipdtese Alternativa, € realizada
uma validagao por inspecéao visual para analisar as regides de contato referentes a melhor
orientagao definida pelo experimento de docagem molecular. A proxima subsegao descreve
os experimentos de avaliagdo do conjunto de ligantes selecionados a partir da analise das
25 estruturas representativas.
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6.5.2 Experimentos de avaliacao do conjunto de ligantes selecionados no ZINCPharmer

As 25 estruturas representativas do modelo FFR foram comparadas com as estru-
tura cristalina 1ENY, resultando em um conjunto de 25 modelos farmacoféricos 3D. Esse
conjunto foi avaliado na ferramenta ZINCPharmer. Os pontos farmacoféricos definidos
como a hipotese de busca no BD foram selecionados de modo a possibilitar a identifica-
cao de conjuntos de ligantes promissores para realizar os experimentos de docagem mo-
lecular. A Figura 6.7 apresenta 4 modelos farmacoféricos do conjunto total (os modelos
farmacoféricos 3D gerados estdo descritos no Apéndice A).

(a

Figura 6.7 — Modelos farmacoféricos 3D de 4 estruturas representativas utilizadas no pro-
cesso de triagem virtual dos ligantes na ferramenta ZINCPharmer (Verde: Hi; Branco: Ac;
Amarelo: Do e Cinza: volume essencial do receptor). Os modelos farmacoféricos (a), (b),
(c) e (d) correspondem as estruturas 776, 1.099, 1.407 e 3.441 do modelo FFR respectiva-
mente e foram resultados da comparagao com a estrutura cristalina 1TENY [DQB*95].

Um resumo da selecao realizada no ZINCPharmer esta descrito na Tabela 6.1.
Essa tabela também apresenta detalhes das estruturas representativas do modelo FFR,
tais como o volume da cavidade alvo, o percentil da representabilidade da particdo no mo-
delo FFR e a quantidade de ligantes selecionados pela ferramenta ZINCPharmer. Neste
exemplo, ndo houve a edigdo das propriedades projetadas pelo método desenvolvido nesta
tese, havendo apenas o descarte de algumas propriedades quando a busca se tornava
muito especifica. Hipbteses farmacoféricas muito permissivas foram descartadas (o limite
superior estabelecido foi de \/n, sendo n a quantidade de conformagdes do modelo FFR).
Esses critérios tém como objetivo testar as hipdteses definidas pelo método desenvolvido.
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Tabela 6.1 — Caracteristicas das 25 estruturas representativas utilizadas no processo de tri-
agem virtual dos ligantes, descrevendo o volume e representabilidade dessas estruturas. A
ultima coluna descreve a quantidade de ligantes selecionados apos a aplicagdo da hipotese
farmacoférica na ferramenta ZINCPharmer.

Conformacao | Volume da cavidade | Representabilidade | Ligantes selecionados
776 999,2 5,3% 109
1.099 803,2 0,5% 7
1.407 498,2 5,3% 17
1.437 533,0 3,0% 7
2.029 1.241,6 1,0% 63
2.065 1.052,5 1,6% 18
2.248 1.346,3 2,0% 22
3.029 1.084,0 0,5% 115
3.323 219,7 51% 4
3.360 479,5 1,7% 50
3.441 427 1 6,7% 53
3.457 409,9 0,8% 8
5.561 575,5 1,7% 98
13.191 1.196,9 0,6% 122
14.933 981,4 2,1% 16
14.968 978,3 1,1% 2
15.035 1.075,4 0,5% 3
15.697 1.297,4 1,3% 18
16.577 1.535,6 0,6% 129
17.114 1.214,3 4,5% 24
17.503 729,9 1,3% 62
17.618 9243 0,6% 8
18.259 1.699,9 0,5% 25
18.540 674,8 0,7% 1
19.093 1.118,1 1,1% 2
Total: 957

No total, nesta avaliacdo foram selecionados 983 ligantes para os experimentos
de docagem molecular, sendo apenas 26 ligantes selecionados em mais de um modelo far-
macoférico. Removendo os ligantes redundantes, os experimentos de docagem molecular
avaliaram um conjunto de 957 ligantes. A composi¢cdo desse conjunto de ligantes sele-
cionados provém de caracteristicas distintas identificadas nas estruturas representativas.
Assim, a quantidade de compostos selecionados por cada modelo farmacoférico pode va-
riar conforme as propriedades avaliadas. A Tabela 6.1 apresenta a quantidade de ligantes
selecionada por cada estrutura representativa.

Os experimentos de docagem molecular foram realizados para avaliar a qualidade
da interacdo do conjunto de 957 ligantes selecionados. Essa avaliacdo analisa a interacao
com a estrutura cristalina da 1ENY e com as 25 estruturas representativas. A preparacao
dos arquivos da proteina e do ligante seguiu o protocolo definido por [HMF12], utilizando os
algoritmos de preparacao automatica fornecidos pelo pacote do AutoDockTools [MHL*09].
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Esses experimentos foram baseados no algoritmo genético Lamarckiano contendo
um numero maximo de 27.000 geragdes ou 1.500.000 de avaliacbes de energia, mantendo
sempre o melhor individuo a cada geragéo. Devido a preparacao automatica, as ligagoes ro-
tacionaveis identificadas sao definidas como ativas e o numero maximo de execugdes para
20. Houve uma reducao no numero de geracdes e no numeros de execucdes quando com-
parados com a preparagao dos arquivos de docagem molecular descritos na secao 4.1.3,
sendo anteriormente considerados 3.000.000 de avaliagdes de energia e 25 execugdes.
Essa alteracao foi necessaria devido a quantidade de ligantes a serem testados e a avali-
acao de testes iniciais que apontaram valores de FEB similares mesmo com a redugao de
50% do numero de geragdes e 25% no numero de execugoes.

6.5.3  Avaliagdo dos experimentos de docagem molecular

A primeira avaliacao dos experimentos de docagem molecular contabilizou a quan-
tidade de ligantes que obtiveram resultados de FEB negativos. Quanto mais negativos fo-
rem os resultados da interagdo do complexo, mais forte sera a interacdo do ligante com
o receptor [Dun95]. A Tabela 6.2 apresenta um resumo descrevendo os valores obtidos
considerando a estrutura cristalina e as estruturas representativas do modelo FFR. Esses
resultados também mostram que o conjunto de ligantes selecionados pelo método apresen-
tado nesta tese obteve acima de 95% de resultados favoraveis que geraram FEB negativas
(tanto com a estrutura cristalina quanto com as estruturas representativas).

Tabela 6.2 — Resultado da avaliacao dos experimentos de docagem molecular da estrutura
cristalina e das estruturas representativas com os 957 ligantes selecionados do BD ZINC.
Negativos | Positivos
Representativas | 908 (95,0%) | 48 (5,0%)

Cristalinas | 924 (96,7%) | 32 (3,3%)

Huey e colaboradores [HMOGOQ7] realizaram um conjunto de experimentos avali-
ando complexos receptor-ligante, cujo objetivo era o de definir a precisdo da FEB do pro-
grama AutoDock. Os resultados encontrados apresentaram uma predicdo correta de até
2.0 A da pose da estrutura cristalina com uma variagdo de até 1 kcal/mol entre as molécu-
las com mais de 80% dos casos. Assim, a avaliacdo apresentada na c foi separada em 4
categorias:

» Vitéria da estrutura representativa: sdo as estruturas que apresentaram uma diferenca
significativa favoravel considerando o resultado da estrutura cristalina.

« Empate considerando a estrutura representativa: contabiliza os resultados que obti-
veram melhores valores de FEB que a estrutura cristalina, no entanto ndo se mostrou
superior a margem definida por Huey [HMOGO7].
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« Empate considerando a estrutura cristalina: o calculo é similar ao empate das estrutu-
ras representativas, apenas considerando a avaliagao dos valores de FEB da estrutura
cristalina que nao se mostraram superior a margem de 1 kcal/mol.

« Vitéria da estrutura cristalina: sdo as estruturas que apresentaram uma diferenca sig-
nificativa favoravel considerando o resultado das estruturas representativas.

Tabela 6.3 — Analise dos resultados dos experimentos de docagem molecular das 25 estru-
turas representativas e a estrutura cristalina com os 957 ligantes selecionados do BD ZINC,
considerando a variacao de até 1 kcal/mol entre os valores de FEB das moléculas.

Vitéria Empate Vitéria
Representativa | Representativa | Cristalina | Cristalina
<1.0 1.0>&<0.0 [1.0>&<0.0 <1.0
197 418 255 87
(20,6%) (43,7%) (26,6%) (9,1%)

A Tabela 6.3 mostra que mais de 64% dos melhores resultados de FEB foram
obtidos com o conjunto de estruturas representativas, sendo aproximadamente 20% com
diferenca acima da margem definida pelo programa de docagem molecular utilizado. Esses
resultados elencam um conjunto de pequenas moléculas que resultaram em bons valores
de FEB e com diferencas significativas com relacdo a estrutura cristalina utilizada como
molde do modelo FFR. Desta forma, a hipétese nula é rejeitada em favor da hipo6tese al-
ternativa, cujo resultado obtido apresentou um valor de FEB com diferenca significativa da
estrutura cristalina. A seguir € realizada uma avaliagdo para analisar o conjunto de ligan-
tes que apresentaram as maiores diferencas entre os resultados obtidos. Primeiramente, a
avaliacdo considera trés dos quatro ligantes que apresentaram as maiores vantagens com
relacdo a estrutura cristalina?.

A Figura 6.8 ilustra os 3 modelos farmacoforios utilizados para a selecao do con-
junto de ligantes a serem testados. Esses pontos foram editados na ferramenta ZINCPhar-
mer a partir da geragédo do conjunto de pontos farmacoféricos identificados nas conforma-
cbes 15.035 (Figura 6.8-a), 13,191 (Figura 6.8-b) e 17,503 (Figura 6.8-c). Para cada um
desses modelos foi selecionado um ligante como exemplo. Os ligantes ZINC31167913,
ZINC75714056 e ZINC56919632 correspondem aos modelos gerados a partir das confor-
macdes 15.035, 13,191 e 17,503 respectivamente.

20 ligante que apresentou a maior diferenga dos valores de FEB foi omitido desta tese devido ao fato deste
ligante encontrar-se em fase de analise experimental. A avaliagao deste ligante com a estrutura cristalina nao
apresentou bons resultados, resultando em execugbes com o valor positivo de FEB. Segundo uma pesquisa
realizada no DrugBank [KLJ*11], essa pequena molécula identificada pelo método apresentado nesta tese é
um conhecido ligante inibidor, cujo antibiético ja esta aprovado. No entanto, nenhuma relacdo desse farmaco
foi encontrada com a enzima InhA de Mib. Desta forma, o nome desse ligante sera preservado até o término
da investigagao experimental que esta sendo realizada.
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Figura 6.8 — Representacdo dos modelos farmacoféricos 3D gerados a partir das estru-
turas 15.035, 13.191 e 17.503 do modelo FFR em esferas de van der Waals (Amarelo:
Do; Branco: Ac; e Verde: Hi). Os ligantes selecionados encaixam-se adequadamente nas
propriedades farmacoféricas das estruturas representativas. Os ligantes de cada modelo
farmacoférico sao representados em palitos coloridos conforme o tipo de atomo (carbono
em cinza, nitrogénio em azul, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo). (a) Modelo
extraido da conformacao 15.035 e selecionando o ligante ZINC31167913. (b) Modelo ex-
traido da conformacéao 13.191 e selecionando o ligante ZINC75714056. (c) Modelo extraido
da conformacao 17.503 e selecionando o ligante ZINC56919632.

Os 3 modelos farmacoféricos submetidos a avaliacao do ZINCPharmer continham
a descrigdo das esferas que caracterizam a area essencial do receptor dos respectivos
atomos que delimitam a cavidade de ligacdo do substrato. No entanto, esses conjuntos de
esferas foram omitidos da Figura 6.8 para permitir uma visualizagao clara dos pontos farma-
coféricos extraidos da cavidade de ligacdo do substrato e a sobreposicao das propriedades
dos ligantes que foram alinhadas com a hipétese farmacoféricas.

Os valores resultantes dos experimentos de docagem molecular desses ligantes
foram disponibilizados na Tabela 6.4. Essa tabela apresenta os resultados das melhores
interacOes identificadas no conjunto de estruturas representativas e com a estrutura crista-
lina 1ENY para cada ligante avaliado nesta se¢ao. A maior diferenga encontrada foi de 3,4
kcal/mol entre a docagem molecular do ligantes ZINC31167913 com a estrutura cristalina
e com a estrutura representativa 18.540. A Figura 6.9 mostra as poses de melhor energia
encontradas pelo programa de docagem molecular para cada um dos 3 ligantes analisados
na Tabela 6.4. Essa figura destaca as posicées que apresentaram os melhores valores de
FEB devido ao acesso das regides flexiveis disponiveis nas estruturas representativas.

Tabela 6.4 — Comparacéao dos resultados dos experimentos de docagem molecular realiza-
dos com os ligantes ZINC31167913, ZINC75714056 e ZINC56919632 com as estruturas
cristalinas e as respectivas estruturas representativas que resultaram na melhor interacao.

Ligantes Representativas | Cristalinas | Diferenca
(kcal/mol) (kcal/mol) | (kcal/mol)
ZINC31167913 -8,8 -5,4 3,4
ZINC75714056 -8,7 -6,5 2,2
ZINC56919632 -10,4 -7,7 2,7
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(a)

Figura 6.9 — Comparacéo da pose final de cada experimento de docagem molecular en-
tre os 3 ligantes analisados e o conjunto de estruturas representativas do modelo FFR e
a estrutura cristalina 1ENY. A estrutura cristalina 1ENY esta na representacdo em fitas e
os atomos que delimitam a cavidade de ligacdo do substrato desta enzima estdo na repre-
sentacao volumétrica (ocre). Na representacao de palitos estdo os ligantes com melhores
poses definidas pelo algoritmo de docagem molecular nas avaliagcbes com as respectivas
estruturas representativas (verde) e com estrutura cristalina 1ENY (laranja). Os circulos
pontilhados (vermelho) destacam as regides acessiveis devido a flexibilidade do modelo
FFR que resultaram em melhores valores de FEB que os resultados obtidos pela estrutura
cristalina. (a) Avaliagédo do ligante ZINC31167913 com a estrutura cristalina 1ENY e a con-
formacao 18.259. (b) Avaliacao do ligante ZINC75714056 com a estrutura cristalina 1ENY
e a conformacéo 17.618. (c) Avaliacao do ligante ZINC56919632 com a estrutura cristalina
1ENY e a conformagéo 2.029.
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Além dos experimentos de docagem molecular, também foram realizadas as avali-
acoes desses trés ligantes utilizando o programa LigPlot+ [LS11] (Figura 6.10, Figura6.12 e
a Figura 6.11). Essas avaliacbes mostram a comparacao das poses finais dos experimentos
de docagem molecular entre a estrutura cristalina e a estrutura representativa.
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Figura 6.10 — Representacdo 2D mostrando a interagdo entre o complexo formado pelo
ligante ZINC31167913 e a conformacao 18.259 do modelo FFR gerada automaticamente
pelo programa LigPlot+ [LS11].
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Figura 6.11 — Representagcdo 2D mostrando a interagdo entre o complexo formado pelo
ligante ZINC56919632 e a conformacado 2.029 do modelo FFR gerada automaticamente
pelo programa LigPlot+ [LS11].
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Figura 6.12 — Representagdo 2D mostrando a interagdo entre o complexo formado pelo

ligante ZINC75714056 e a conformacao 17.618 do modelo FFR gerada automaticamente
pelo programa LigPlot+ [LS11].
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As avaliagbes realizadas com o programa Ligplot+ mostraram que os ligantes
ZINC56919632 e ZINC31167913 possuem duas interacdes por pontes de hidrogénio com
o anel da nicotinamida da coenzima NAD. Essas importantes interagdes foram identifica-
das somente nos experimentos de docagem molecular com as estruturas representativas.
Além disso, nesses dois casos, as interacoes desses ligantes correspondem exatamente
aos residuos que projetaram essas propriedades na cavidade de ligacao do substrato.

6.6 Consideracoes finais.

Os resultados encontrados reforcam a importancia da andlise da flexibilidade das
proteinas. O método apresentado nesta tese identificou um conjunto de ligantes que se
mostraram mais favoraveis a interagir com pelo menos uma das estruturas representativas
do modelo FFR do que com a estrutura cristalina utilizada como molde do modelo FFR
avaliado. Também foram identificados casos onde a estrutura cristalina continuou sendo a
melhor opgao para os ligantes selecionados. Basicamente, isso pode haver ocorrido devido:

 Limitacado das 25 estruturas representativas: O conjunto de estruturas representativas
€ uma selecao resumida de um modelo FFR com 19.500 conformacdes. Ou seja,
por mais que a redugdo seja bastante distribuida, nada pode substituir totalmente
o modelo FFR. Uma avaliacédo interessante seria a execugcdo dos experimentos de
docagem molecular de forma exaustiva com o modelo FFR ou com a utilizagdo do P-
SaMI. Esse experimento mostraria ao pesquisador se 0 conjunto de estruturas atende
aproximadamente os resultados atingidos com as estruturas cristalinas.
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» Modelo FFR limitado: Um modelo de receptor totalmente flexivel deveria ser capaz de
simular a estrutura cristalinas que o gerou em algum instante de tempo ao longo da
trajetéria. O fechamento das alcas da proteina e/ou a projecéo de parte da estrutura
da coenzima para o interior da cavidade alvo causam uma grande restricdo no encaixe
de pequenas moléculas, conforme pode ser visto na Figura 6.6 € 6.13.

Figura 6.13 — Representacao em fitas da enzima InhA da estrutura cristalina 1ENY (branco)
e da estrutura representativa 16.577 (ocre) mostrando a diferenca estrutural ocasionada
pela flexibilidade. As coenzimas NADH estéo dispostas na representacao de palitos, sendo
atribuida a coenzima da estrutura representativa 16.577 a cor ocre e a estrutura cristalina
1ENY na cor conforme o tipo de &tomo (carbono em cinza, nitrogénio em azul, oxigénio em
vermelho e fésforo em ocre) A projecao da coenzima para o interior da cavidade de ligacao
do substrato na conformagéo 16.577 tende a restringir o acesso dos ligantes.

Embora existam muitos pontos a serem aprimorados, o método desenvolvido mos-
trou resultados promissores ao elencar o conjunto de hip6teses farmacoféricas complemen-
tares a avaliacdo do conjunto de estruturas cristalinas. Os experimentos comprovam a pos-
sibilidade de definir um conjunto de propriedades da cavidade de ligagdo do substrato sem
haver a restricdo da necessidade de ligantes complexados com a molécula alvo. Natural-
mente, a selecdo de algumas dessas estruturas poderia ser realizada com um criteriosa
etapa de geracao de conférmeros de cada ligante (por exemplo, utilizando programas como
o CORINA ou OMEGA). Ainda assim, haveria uma grande limitacao ao restringir os esfor-
cOs apenas na geracao de grandes repositérios de conférmeros, visto que os conjuntos de
estruturas cristalinas disponiveis de cada proteina ndo séo suficientemente grandes para
representar uma grande parte dos movimentos flexiveis possiveis dessas proteinas. Desta
forma, os modelos FFR sao uma oportunidade para simular a total flexibilidade da proteina
e, em conjunto, o0 método elaborado nesta tese pode explorar as regides flexiveis que os
métodos baseados somente em estrutura cristalina ndo alcangam.
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7. Trabalhos Relacionados

Existem diversas abordagens na literatura baseadas na investigacdo das proprie-
dades farmacoforicas da estrutura do receptor. De maneira geral, essas abordagens podem
ser divididas em pesquisas baseadas apenas nas informacdes das estruturas cristalinas
e outras que investigam modelos FFR buscando incrementar seus modelos de forma a
considerar a flexibilidade das proteinas. As proximas segdes descrevem um conjunto de
trabalhos que estao relacionados a esta pesquisa.

7.1 Abordagens considerando somente estruturas rigidas para a geracao de mo-
delos farmacoféricos 3D

Modelos farmacoféricos 3D avaliando conjuntos de estruturas cristalinas tém sido
amplamente utilizados no processo de triagem virtual de ligantes, selecionando ligantes
gue contenham o arranjo espacial de propriedades fisico-quimicas essenciais obtidas da
avaliacdo das interagdes similares identificadas de complexos receptor-ligante conheci-
dos [LGLT10]. Barillari e colaboradores [BMRO08] desenvolveram um método para a triagem
de ligantes baseado em um critério de relevancia das cavidades com maior probabilidade
de obter boas interagfes. As estruturas mais relevantes sdo identificadas a partir da uti-
lizacdo de técnicas de aprendizado de maquina treinadas com um conjunto de estruturas
complexadas com ligantes conhecidos. Contudo, os modelos produzidos por essa aborda-
gem sao limitados por ndo avaliarem as regides flexiveis da proteina e por considerarem
somente propriedades fisico-quimicas que ja possuam ligantes complexados. Abordagens
gue geram modelos farmacoféricos baseados em ligantes sdo dependentes das caracteris-
ticas fisico-quimicas presentes nos complexos receptor-ligante conhecidos. Desta forma,
as proteinas que nao possuem ligantes complexados conhecidos e as propriedades fisico-
guimicas que nao estabelecem interagcdo nos complexos avaliados podem ser negligencia-
das pelo modelo farmacoférico gerado.

Outro relevante trabalho nesta area foi apresentado por Tintori [TCM*08], cujo tra-
balho descreve um protocolo para a geragao de hipéteses farmacoféricas 3D a partir de
uma estrutura cristalina apo. Assim como no trabalho desenvolvido por Barillari [BMRO08],
Tintori também utiliza uma criteriosa avaliagdo dos campos de interacdo molecular da pro-
teina. Esses campos de interacdo molecular sdo geralmente utilizados para caracterizar as
moléculas de acordo com os seus sitios de interacao favoraveis, permitindo uma projecao
sobre como os ligantes podem interagir com a cavidade alvo [ACC*13]. Normalmente, essa
€ a primeira etapa na derivacdo de modelos farmacoféricos baseados unicamente na es-
trutura da proteina [HL12, CC11]. No célculo desses campos de interagdo molecular, uma
malha 3D é projetada sobre a cavidade de ligagdo do substrato e as energias de interacao
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de cada ponto da malha sdo calculadas entre a proteina e diversas forcas moleculares,
cada uma com diferentes propriedades fisico-quimicas. No entanto, avaliacées muito ela-
boradas necessitam de muito tempo computacional para serem aplicadas, fato que limita a
consideracao da flexibilidade das estruturas a serem analisadas.

7.2 Abordagens considerando a avaliacao da flexibilidade a partir de modelos
FFR para a geracao de modelos farmacoféricos 3D

Segundo Teodoro [TK03] e Alonso [ABGO06], as simulagdes por modelos FFR pos-
sibilitam representar o comportamento natural do receptor em ambientes flexiveis, aumen-
tando a quantidade de conformacbes e, desta forma, elevando a probabilidade de en-
contrar complexos receptor-ligante com melhores interacées. Assim, métodos alternati-
vos tém sido desenvolvidos visando considerar os movimentos flexiveis da cavidade de
ligacdo do substrato para gerar modelos farmacoféricos 3D [DLS*05, DSNB06, HL13].
Deng [DLS*05, DSNBO06] apresentou dois trabalhos visando incorporar parte da flexibili-
dade da proteina da HIV-1 integrase (trajetéria com 1 ns). Em [DLS*05], Deng baseou
a geracao das hipéteses farmacoféricas na utilizacdo de 10 estruturas selecionadas pela
comparacgao dos valores do RMSD. A selecdo desse conjunto de estruturas representati-
vas, ao ser baseada somente nos valores do RMSD, torna-se uma limitagdo importante
desse trabalho, visto que torna possivel a formacao de particdes contendo conjuntos de es-
truturas com cavidades de ligagdo do subtrato distintas entre si. O principal problema dessa
abordagem esta na seleg¢ao das estruturas representativas a partir de conjuntos particiona-
dos pelas informagdées do RMSD. Os dois principais problemas desse tipo de abordagem
sdo:

 ao avaliar somente as propriedades das estruturas representativas: selecionar estru-
turas desse tipo de agrupamento seria 0 mesmo que selecionar cavidades aleatérias,
visto que conformagdes com diferentes valores de RMSD podem resultar em cavida-
des de ligagdo muito similares (havendo a alteragédo estrutural em uma regido longe
da cavidade alvo). Assim, ndo existe garantia que este tipo de abordagem realmente
consiga explorar a flexibilidade do modelo FFR.

» ao avaliar as principais posi¢cdes dos atomos das cavidades de cada agrupamento:
esse tipo de abordagem avalia os residuos mais frequentes da cavidade de ligacao,
contudo o agrupamento de cavidades distintas em uma mesma particdo aumenta a
probabilidade da geragcado de resultados falsos positivos. Isso pode ocorrer devido a
combinacgao de conjuntos de residuos que somente ocorrem em conformagdes distin-
tas. Desta forma, a hip6tese gerada possibilitaria a geragdo de um arranjo que nao é
aceito por nenhuma conformacao da particao.
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No trabalho apresentado em [DSNBO06], Deng alterou sua estratégia para selecao
das estruturas representativas, definindo o conjunto de estruturas representativas a partir
de tempos equidistantes na trajetéria. Embora o método de selecéo tenha sido alterado,
o problema de ndo considerar boa parte da flexibilidade persistiu. Além disso, ambos o0s
métodos propostos visando considerar a flexibilidade utilizando informagdes de modelos
FFR de 1 ns tém optado por simplificagdes na selecao de 5 até 10 estruturas representativas
para a geragao das hipoteses farmacoféricas, fato que restringe o espago de busca da
flexibilidade da proteina.

7.3 Trabalhos desenvolvidos nos grupos de pesquisa GPIN e LABIO

Nosso grupo de pesquisa tem apresentado importantes contribuicoes com a fina-
lidade de reduzir o custo computacional envolvido no teste de novos candidatos a farmaco
com o modelo FFR, sem perder informacdes criticas. Estudos apresentados previamente
em [MWRNdS11, Hib10, DPFNdSR13] tém descrito aplicacdes focadas na reducéo da di-
mensao dos modelos FFR, denominados como modelos de Receptor Totalmente Flexivel
Reduzido (RFFR) [DPFNdSR13]. Outros trabalhos como [Que11] e [Paul1] caracteriza-
ram abordagens para selecionar conjuntos de ligantes especificos para um receptor alvo
considerando as caracteristicas da cavidade de ligacao do substrato.

Em [Pau11], um conjunto de novos candidatos a inibidores séo identificados apds
a selecao de ligantes contendo propriedades fisico-quimicas observadas a partir de uma
avaliagcdo de mapas farmacoféricos das interacdes do complexo receptor-ligante do recep-
tor alvo. Esse relevante trabalho resultou no registro de novas patentes de alguns dos
inibidores encontrados. Importantes descobertas tém sido feitas com a utilizacdo de mapas
farmacoféricos na selegao de ligantes na Ultima década [CKW*09, Pau11, NQT+14].

Embora essas abordagens realizem redug¢des na quantidade de ligantes a serem
testados com base em uma avaliacdo das propriedades fisico-quimicas da cavidade de li-
gacao do substrato, os critérios identificados pelos mapas farmacoféricos sdo pesquisados
nos BD de ligantes, desconsiderando a disposicdo 3D onde cada propriedade foi catalo-
gada. O fator positivo dessa abordagem é o tempo necessario de retorno das consultas
que ocorre de modo eficiente. No entanto, muitos ligantes selecionados ndo apresentam
bons resultados de FEB devido a disposicao 3D das caracteristicas identificadas.

Quevedo [Que11] descreveu um filtro baseado nas propriedades geométricas da
cavidade de ligacao do substrato para determinar se os ligantes testados continham possi-
bilidade de estabelecer interacdo com o receptor. Embora os resultados apresentados por
essa heuristica tenham sido promissores, existem limitacées importantes quanto a deter-
minacao das coordenadas adequadas do centro das esferas concéntricas e com relacao
ao grande numero de estruturas que poderiam ser descartadas. Outra limitagdo importante
deve-se ao fato dessa fungéo desenvolvida ser baseada somente na possibilidade de haver
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0 encaixe geométrico do complexo farmaco-receptor. Assim, muitos resultados aprovados
pela fungédo heuristica acabaram nao gerando bons resultados de FEB. Desta forma, ha
uma série de melhorias que podem tornar o filtro desenvolvido em [Que11] mais eficaz.

7.4 Consideracoes finais

Modelos farmacoféricos 3D avaliando conjuntos de estruturas cristalinas tém sido
amplamente utilizados no processo de triagem virtual de ligantes, selecionando ligantes
gue contenham o arranjo espacial de propriedades fisico-quimicas essenciais obtidas da
avaliacao das interacdes similares identificadas de complexos receptor-ligante conheci-
dos [LGLT10]. No entanto, os modelos desenvolvidos nao tém considerado a flexibilidade
das proteinas na geragao dos modelos farmacoféricos 3D. Outra restricdo encontrada é a
dependéncia de ligantes conhecidos para a identificagéo de residuos alvo.

Atualmente, métodos alternativos tém sido desenvolvidos visando considerar os
movimentos flexiveis da cavidade de ligacdo do substrato na geracdo modelos farmaco-
foricos 3D [DLS*05, DSNB06, HL13]. No entanto, importantes limitagdes foram encontra-
das nesses poucos modelos farmacoféricos 3D analisando modelos FFR disponibilizados
na literatura. Assim, ainda hoje ndo existe um método baseado somente nas proprieda-
des fisico-quimicas da cavidade de ligacao do substrato considerando um modelo FFR, de
forma a efetivamente reduzir esse numero elevado de ligantes a um valor gerenciavel.



133

8. Consideracoes finais

A incorporacao da flexibilidade em receptores de proteinas se tornou um fator
diferencial no processo do Planejamento Racional de Farmacos (RDD). No entanto, as
abordagens baseadas na execucao de experimentos de docagem molecular exaustivas,
considerando modelos de Receptor Totalmente Flexiveis (FFR) e a quantidade de ligantes
disponiveis em BD, ndo sao adequadas devido ao tempo computacional necessario. Desta
forma, a aplicacao de simplificacdes, tanto na avaliagdo do modelo FFR quanto na selecao
de pequenas moléculas, faz-se necessaria para tornar este processo exequivel. Uma so-
lucdo para possibilitar uma varredura completa nos BDs de ligantes é o desenvolvimento
de métodos capazes de selecionar o conjunto de ligantes mais promissores conforme as
caracteristicas canénicas do modelo FFR antes de aplicar os experimentos de docagem
molecular.

Nesse sentido, modelos farmacoféricos 3D avaliando receptores flexiveis tém re-
alizado simplificagdes na quantidade de conformacdes a serem utilizadas com base nos
valores do RMSD. Os modelos gerados a partir dessas andlises nao exploram grande
parte das regides flexiveis geradas pelo modelo FFR, visto que utilizar diferentes valores de
RMSD néo garante que a estrutura da cavidade de ligacao do substrato seja diferente. Além
disso, grande parte desses trabalhos avaliam as caracteristicas fisico-quimicas presentes
nos complexos receptor-ligante conhecidos. Desta forma, as regides dentro da cavidade
gue nao interagem com o conjunto de ligantes formadores do modelo farmacoférico 3D e,
gue podem permitir a interagdo de ligantes estruturalmente diferentes, consequentemente,
nao estarao contemplados nesta busca seletiva.

O presente trabalho relata um método para realizar a triagem virtual em BD de
ligantes a partir da avaliacdo das propriedades fisico-quimicas 3D da cavidade de ligagcao
do substrato de um modelo FFR, visando contribuir para a descoberta de novas moléculas
candidatas a farmaco. Uma avaliagdo considerando a representatividade das particées das
estruturas similares do modelo FFR em conjunto com o valor resultante do alinhamento das
propriedades do ligantes com o seu modelo farmacoférico foram utilizados para gerar uma
lista ordenada das moléculas mais promissoras a se tornarem candidatas a farmacos para
a enzima avaliada.

Os capitulos iniciais desta tese descreveram conceitos fundamentais das areas
de pesquisa necessarias para o desenvolvimento das atividades que foram apresentadas
nesta tese, destacando caracteristicas do RDD tais como a triagem virtual baseada em
estrutura, a simulacao de parte da flexibilidade pela Dindmica Molecular e caracteristicas
dos principais BD de ligantes disponibilizados na literatura. Essa avaliacao descrevendo os
BD de ligantes resultou na publicagdo de um artigo em uma conferéncia internacional em
2012, o Brazilian Symposium on Bioinformatics.
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O capitulo 3 e o capitulo 4 apresentaram avaliagdes da enzima adotada como es-
tudo de caso nesta tese, a enzima InhA de Mycobacterium tuberculosis (Mtb). O capitulo
3 caracterizou importantes conceitos e a motivacao social do estudo sobre a enzima InhA
de Mtb. Também descreveu os parametros utilizados na geracdo do modelo FFR de 19.500
ps da InhA de Mib. O capitulo 4 reportou dois estudos baseados em técnicas redocking
e cross docking para descrever importantes caracteristicas fisico-quimicas das interacdes
entre 20 ligantes candidatos a farmaco e a proteina InhA. Os experimentos de redocking
foram utilizados para calibrar os parametros de programas de docagem molecular e, se-
gundo [WLWO03, VGKO05], experimentos contendo bons resultados sdo aqueles cujo o valor
de RMSD sao inferiores a 2.0 A.

Com base nesses resultados, tanto os valores dos parametros dos programas
de docagem (definicdes do algoritmo de busca e da fungcédo de escore) quanto os valores
calculados das cargas parciais estdo adequados. Além disso, estes experimentos também
forneceram um conjunto de ligantes de referéncia para serem utilizados por pesquisadores
em avaliacOes de experimentos de cross docking. Esses experimentos de cross docking
foram aplicados para avaliar o modelo da proteina InhA de 19,5 ns. Os experimentos com
o modelo FFR mostraram que a partir de uma estrutura cristalina contendo somente a
coenzima NADH, foi possivel gerar as conformacdes dos ligantes/adutos de outras enzimas
cristalinas da InhA. Resultados nédo alcangados pelo programa de docagem molecular nos
experimentos de cross docking entre os mesmos ligantes e a estrutura cristalina 1ENY. Os
resultados dos experimentos de docagem molecular realizados nesse capitulo garantem a
confiabilidade do modelo FFR gerado e também ressaltam a importancia de considerar a
flexibilidade das proteinas no RDD.

O capitulo 5 apresentou trés métodos para identificar particdes de conformacdes
similares de modelos FFR baseado nas propriedades geométricas da cavidade de ligacéao
do substrato. As andlises desse capitulo mostram uma série de agrupamentos realizados
visando reduzir a dimensionalidade do modelo FFR. O primeiro método agregou atributos
como a avaliagdo do volume e a quantidade de relevantes atomos presentes na cavidade
de ligacao do subtrato ao longo do modelo FFR. O agrupamento gerado por esse método
foi utilizado como o conjunto de dados de entrada para o ambiente web baseado em com-
putacdo em ndvem desenvolvido em nosso grupo chamado de wFReDoW [DPFNdSR13].
Esse agrupamento possibilitou que a automatizagéo do processo de testes sequenciais de
conjuntos de ligantes utilizando o ambiente wFReDoW. Assim, este novo agrupamento solu-
cionou o problema da geracédo automatica dos grupos de entrada do P-SaMI [HRFNdS15],
o qual procura selecionar grupos de conformagdes que sejam favoraveis entre as intera-
coes do modelo FFR com o ligante. Estes resultados foram publicados na Expert Systems
With Applications [QDPRNdS14]. No entanto, uma das limitagdes mais importantes identi-
ficadas nesse agrupamento refere-se a subjetividade ainda existente no conjunto de dados
avaliado.
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O segundo método expandiu atributo que descrevia a quantidade de atomos pesa-
dos da enzima 1BVR presentes na cavidade de ligacao do substrato da conformagao. Esse
agrupamento selecionou 192 estruturas representativas comparando com as estruturas re-
presentativas selecionadas por conjuntos gerados a partir os valores de RMSD da estrutura
inteira e somente da cavidade de ligacdo do substrato. Os resultados mostraram-se mais
adequados com o conjunto estruturas representativas agrupadas pelo método contendo as
propriedades da cavidade de ligagdo do substrato. Estes resultados foram publicados em
uma importante revista da area da Ciéncia da Computagao, a PloS one [DPQRdNdS15].
Embora as avaliacbes da energia tenham se mostrado bastante adequadas, as estruturas
representativas selecionadas ndo expressaram a variabilidade estrutural esperada. Isso
também foi evidenciado na avaliagdo que identificava as caracteristicas médias dos atribu-
tos de cada conjunto e comparava o valor da energia de ligacdo desta conformacéao. Assim,
as estruturas representativas selecionadas pelos dois primeiros métodos desenvolvidos néo
apresentaram variagdes estruturais significativas entre as diferentes particoes.

A fim de evitar o viés ocasionado pela medida do RMSD, o terceiro método avaliou
as propriedades fisico-quimicas da cavidade de ligacdo do substrato utilizando triangula-
rizacdes entre as propriedades farmacoféricas do receptor. Esse método consegue ca-
racterizar o conjunto de propriedades envolvidos na cavidade de ligacao do substrato sem
depender do alinhamento das estruturas, que € uma restricdo dos agrupamentos baseados
no RMSD. Em comparacao com outros estudos de agrupamento de trajetérias de modelos
FFR, o terceiro método desenvolvido utilizando um conjunto de triangulos de propriedades
farmcofdricas com a selecao de estruturas vizinhas pelo SketchSort apresentou vantagens
essenciais na selegédo de estruturas representativas, identificando cavidades do sitio de Ii-
gacao bastante distintas. Embora esse método demande uma etapa de pré-processamento
mais elaborada, os resultados alcangados foram significativos quando comparados com 0s
resultados encontrados com os outros dois métodos. A evolugédo dos recursos computaci-
onais devera possibilitar a geracao de simula¢des por DM mais extensas que as trajetorias
produzidas atualmente. Assim, métodos capazes de reconhecer a ocorréncia da repeticoes
do arranjo 3D dos atomos da cavidade de ligacao do substrato podem ressaltar a existéncia
da formacéo de ciclos dentro da trajetéria gerada.

O capitulo 6 apresentou um método para a determinacado de modelos farmacofori-
cos 3D baseado nas caracteristicas fisico-quimicas da estrutura 3D de regides inacessiveis
por estruturas cristalinas do receptor InhA de Mtb. Essa etapa é baseada nas propriedades
farmacoféricas 3D da cavidade de ligacao do substrato das estruturas representativas das
particbes formadas no capitulo 5. Cada particdo possui um peso determinado pela quanti-
dade de conformacdes agrupadas. As propriedades farmacoféricas existentes na estrutura
cristalina s&o expressas como pequenas esferas de van der Waals, enquanto que propri-
edades farmacoféricas de regides inacessiveis por estruturas cristalinas possuem raios de
acordo com a frequéncia de cada propriedade. Essa projecéo indica ao pesquisador quais
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arranjos de propriedades farmacoféricas 3D correspondem a avaliagéo da flexibilidade do
modelo FFR. Cabe ao pesquisador definir qual seria o arranjo mais adequado para se re-
alizar a pesquisa no BD de ligantes. O sucesso dessa etapa esta diretamente relacionada
a qualidade do conjunto de estruturas similares particionadas. Isso porque as estruturas
representativas definem os pontos farmacoféricos a serem utilizados na pesquisa no BD;
mas a flexibilidade do conjuntos é considerada com a avaliagdo da variabilidade desses
pontos conforme o posicionamento dos respectivos residuos nas demais conformagdes da
particao.

Embora os resultados apresentados ainda necessitem de aprimoramento, a ideia
defendida nesta tese aponta uma nova e importante direcdo no processo de triagem vir-
tual de ligantes. Além disso, a geracao de modelos de Receptores Totalmente Flexiveis
ainda encontra-se em fase de aprimoramento. Assim, o fato de a selecao dos ligantes nao
apresentar uma variabilidade de estruturas com relagdo a uma selegéo realizada a partir de
estruturas cristalinas, pode ser atribuido basicamente aos seguintes pontos:

» Posicao dos pontos farmacoforicos: A projecdo dos pontos farmacoféricos apresen-
tados nesta tese possuem um alto indice de abstragdo para tornar o processo agil.
Consequentemente, a insercao de incerteza pode ocasionar a geracao de resultados
falsos positivos.

» Qualidade do modelo FFR: A geracado de modelos flexiveis sem qualidade pode oca-
sionar a formacao de microeestados nao reproduziveis pela estrutura em ambiente
natural. A qualidade do modelo FFR também pode ser afetada pelo conjunto limi-
tado de estruturas produzidas, fato que implica diretamente na captura de todos os
movimentos de um modelo de Receptor Totalmente Flexivel.

« Tamanho da cavidade: O tamanho da cavidade alvo influencia diretamente na quanti-
dade de residuos que compdem a area acessivel ao solvente dessa cavidade. Con-
sequentemente, uma quantidade maior de residuos compondo a cavidade alvo tende
a inserir uma quantidade maior de pontos farmacoféricos na cavidade alvo.

Por fim, se os ligantes apresentarem boas interacées na avaliagdo dos experimen-
tos de docagem molecular e os experimentos in vitro nao apresentarem resultados efetivos,
pode indicar que a flexibilidade da proteina nao foi simulada de forma correta.

Como contribuicao desta pesquisa, espera-se que o método desenvolvido se torne
uma importante ferramenta de apoio aos pesquisadores, auxiliando a pesquisa na busca
de novos candidatos a farmacos selecionando, os ligantes que possuem as caracteristicas
fisico-quimicas propicias para encaixar no receptor. Desta maneira, espera-se contribuir na
aceleracao do processo de selecdo dos possiveis candidatos a serem testados com mode-
los FFR de moléculas alvo. A préxima secao descreve algumas das principais limitagdes
desta tese.
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Limitacoes

Naturalmente, os métodos desenvolvidos nesta tese podem ser evoluidos. Al-

gumas limitagdes foram adotadas conscientemente, devido a necessidade da redugéo da
dimensionalidade do conjunto de propriedades a serem avaliadas. Abaixo estdo descritas
as principais limitagdes:

Utilizar um programa online para identificar as cavidades de ligagdo do substrato do
modelo FFR: O CASTp utiliza um algoritmo baseado no método alpha-shape desen-
volvido por Edelsbrunner and Micke [EM94] e utiliza tanto o modelo da superficie
acessivel ao solvente desenvolvido por Richard [Ric77], quanto o modelo da super-
ficie molecular desenvolvido por Connolly [Con83]. O CASTp foi escolhido como o
programa a ser utilizado nesta tese devido a experiéncia de uso dessa ferramenta e
pela metodologia abordada. Esse programa fornece bons resultados, mas torna-se
um gargalo no momento em que nao disponibiliza uma verséao local.

Vetor binario para contabilizar a existéncia da subestrutura na cavidade de ligagéo
do substrato: A utilizacdo de um vetor que avalia apenas a presenga da subestrutura
foi definida por questbes de limitagcdo computacional. Naturalmente, contabilizar a
frequéncia da ocorréncia dos triAngulos em cada cavidade de ligacao possibilitaria
uma especificidade mais adequada da comparagao da cavidade alvo.

Discretizacdo mais suave: As distancias entre as propriedades foram discretizadas em
intervalos de 2,2 A para limitar a quantidade em 16 categorias. A avaliagdo de inter-
valos menores tornaria as subestruturas mais especificas, possibilitando caracterizar
as regides de uma forma mais especifica.

Necessidade de mais tempo para formar os agrupamentos que o método baseado no
RMSD: A avaliacdo e a geracdo de particbes formadas a partir do valor de RMSD
pode ser realizada rapidamente, no entanto uma avaliacdo com maior especificidade
necessita de um tempo superior. Contudo, um aprimoramento do algoritmo de avalia-
cao pode reduzir o tempo necessario atualmente.

Definicao do ponto farmacoférico: Atribuir a posi¢ao do ponto farmacoforico a partir do
residuo foi uma etapa de grande abstracao para a reducao da dimensionalidade. No
entanto, a possibilidade de utilizar os Campos de Interacdo Molecular (MIF - do inglés
Molecular Interaction Fields) sem aplicar técnicas de reducado de dimensionalidade
tornaria o processo consideravelmente mais demorado e definir uma técnica ideal para
a reducédo dessa dimensionalidade necessitaria de uma andlise bastante detalhada.

Parametrizagdo do tamanho do raio do ponto farmacoférico: Com a selegédo de gru-
pos similares, a projecao do raio pode ser baseada na avaliacdo da variabilidade da
posicdo considerando o conjunto de conformagdes do grupo.
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8.2 Trabalhos futuros

A avaliacao de modelos farmacoféricos 3D considerando a flexibilidade proporcio-
nada pelo modelo flexivel insere uma quantidade elevada de fatores que torna necessaria a
aplicacdo de métodos para reduzir esse espago de busca. Desta forma, os métodos desen-
volvidos devem analisar a qualidade da redugao do conjunto a ser avaliado considerando o
indice de confianga dos resultados obtidos.

Dentre as principais evolugbes a serem desenvolvidas (com base nas limitagcdes
descritas na secao 8.1), a principal questao envolve a definicdo do ponto farmacoférico.
A identificacdo mais precisa desse ponto pode impactar diretamente na qualidade. Um
trabalho relevante nesta area aplicando uma heuristica para transformar as informacdes de
um MIF em um conjunto de pontos relevantes foi apresentado por Hu & Lill [HL13].

Outros fatores relevantes a serem aprimorados estéo relacionados a utilizagao de
outros programas de docagem molecular, a avaliacdo de modelos FFR mais extensos e as
melhorias de implementacao possiveis no cédigo ja elaborado.

8.3 Publicacoes

Durante o tempo de doutoramento, os seguintes artigos foram publicados:

» Revista A1: A strategic solution to optimize molecular docking simulations using Fully-
Flexible Receptor Models. Expert Systems With Applications. 2014

» Revista A1: An effective approach for clustering InhA molecular dynamics trajectory
using substrate-binding cavity features. PloS one. 2015

* Revista: Clustering Molecular Dynamics Trajectories for Optimizing Docking Experi-
ments. Computational Intelligence and Neuroscience. 2015

» Conferéncia A1: Medoid-based Data Clustering with Estimation of Distribution Algo-
rithms. Symposium on Applied Computing. 2016

» Conferéncia A2: Clustering Molecular Dynamics Trajectories with a Univariate Estima-
tion of Distribution Algorithm. Evolutionary Computation. 2015

» Conferéncia B4: A comparative analysis of public ligand databases based on molecu-
lar descriptors. Advances in Bioinformatics and Computational Biology. 2012
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APENDICE A — HIPOTESES FARMACOFORICAS

Este capitulo apresenta as 25 hipéteses farmacoforicas utilizadas na ferramenta
ZINCPharmer para a selecao do conjunto de 957 ligantes. As Figuras A.1, A.2, A3, A4
e A.5 ilustram as hip6teses conforme o volume da cavidade de ligagdo do substrato.

Conformacao 3.323 Conformacgao 3.457
Volume 219,7 A3 Volume 409,9 A3

Conformacao 3.441 Conformacgao 3.360
Volume 427,1 A3 Volume 479,5 A3

CEE

Conformacao 1.407 Conformacgao 1.437
Volume 498,2 &> Volume 533,0 A3

Figura A.1 — Hipbteses farmacoforicas das conformagées 1.407, 1.437, 3.323, 3.360, 3.441
e 3.457 do modelo FFR.
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Conformacao 5.561 Conformacao 18.540
Volume 575,5 A3 Volume 674,8 A3

Conformacao 17.503 Conformacao 1.099
Volume 729,0 A3 Volume 803,2 A?

Conformacdo 17.618 Conformacao 14.968
Volume 924,3 A3 Volume 978,3 A3

Figura A.2 — Hipoteses farmacoféricas das conformacdes 1.099, 5.561, 14.968, 17.503,
17.618 e 18.540 do modelo FFR.



159

Conformacao 14.933 Conformacéo 776
Volume 981,4 A3 Volume 999,2 A3

Conformacao 2.065 Conformacao 15.035
Volume 1.052,5 A3 Volume 1.075,4 A3

Conformacao 3.029 Conformacgao 19.093
Volume 1.084,0 A3 Volume 1.118,1 A3

Figura A.3 — Hip6teses farmacoféricas das conformacdes 776, 2.065, 3.029, 14.933, 15.035
e 19.093 do modelo FFR.
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RIEED \ 7 i
Conformacdo 13.191 Conformacédo 17.114
Volume 1.196,9 A3 Volume 1.214,3 A3

Conformacao 2.029 Conformacao 15.697
Volume 1.241,6 A3 Volume 1.297,4 A3

Conformacao .248 Conformac;éo 16.577
Volume 1.346,3 A3 Volume 1.535,6 A3

Figura A.4 — Hipdteses farmacoféricas das conformagbes 2.029, 2.248, 13.191, 15.697,
16.577 e 17.114 do modelo FFR.
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Conformacao 18.259
Volume 1.699,9 A3

Figura A.5 — Hipétese farmacoférica da conformacao 18.259 do modelo FFR.

Naturalmente, existem dezenas de combinacdes de hipéteses farmacofoéricas pos-
siveis para cada modelo farmacoforico extraido das estruturas representativas. A limitacao
temporal do doutoramento permitiu a investigacdo de uma hipétese para cada modelo far-
macoforico. As estruturas identificadas na primeira selegéo ja representam as estruturas
testadas. Ou seja, ndo houve a formacao de conjuntos por tentativa e erro para encontrar
as hipéteses mais adequadas.



