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CONSTRUCTION, OPTIMIZATION AND MOLECULAR DOCKING OF BIOACTIVE SUBSTANCES IN
BIOMACROMOLECULES: A PRACTICAL TUTORIAL. In the last two decades, increasing advances in molecular biology and
instrumental analysis for solving macromolecular structures have amplified the applicability of cheminformatics in drug discovery.

In particular, molecular docking, an in silico structural-based method, has prospered as an efficient tool for understanding molecular

interactions that drives formation of stable receptor-ligand systems. Brazil affords many research groups working hard on this subject;

however, there is a lack of material in the Portuguese language, teaching how to apply molecular docking methodologies. Herein, we

define and discuss a simple and low-cost workflow for molecular docking evaluation, comprising software installation (supplemental

material) and how to use them for construction of small-molecules, perform docking calculations, analysis of the results and the

preparation of quality figures. Given that, we have used free software and web-servers, as well as in silico tools supported by national

funding agencies.

Keywords: molecular docking tutorial; Biovia DSV; MOPAC2016; CCDC GOLD suit; PyMol.

INTRODUCAO

A interface entre os protocolos de expressdo e purificacio de
proteinas, protedmica e técnicas de resolucdo estrutural (difracio
de raios X, ressonancia magnética nuclear, microscopia eletronica
criogénica, espalhamento de raios X de baixo angulo e laser de
raios X de elétrons livres), tem contribuido significativamente
com a identificagdo e resolucdo estrutural de alvos terapéuticos
biomoleculares.!* Muitos desses alvos contemplam os depdsitos
de suas coordenadas cartesianas atdmicas em bancos de dados com
acesso publico (ex. Protein Data Bank).*

Como consequéncia, o uso de rotinas in silico nos estigios iniciais
da descoberta de farmacos, estruturalmente especificos, tem recebido
maxima relevancia. Visualizar micromoléculas ligantes interagindo
com seus alvos biolégicos € parte fundamental da estratégia SBDD
(structure-based drug design).>® Esses complexos fornecem detalhes
acerca das varidveis que governam o processo de reconhecimento
molecular nos sitios de ligacdo da biomacromolécula receptora.
Além disso, quando predi¢des computacionais complementam dados
experimentais, obtém-se caminhos mais sustentdveis no processo de
descoberta de farmacos, tendo em vista a redugio do uso de recursos,
assim como a economia de tempo na triagem e identificagdo de
compostos lideres.®*!!

A ancoragem molecular (A.M.), também designada como
atracamento ou docagem, ¢ uma metodologia in silico essencial
nessa perspectiva, uma vez que fornece o progndstico dos modos
de ligag@o de micromoléculas (ou macromoléculas) ao interagirem
com um sitio receptor.'? As poses (conformacgdes e orientacdes) do
ligante sdo encontradas por algoritmos de busca, enquanto que a
classificacdo dessas solugdes € conduzida em termos de afinidade pelo
sitio de ligacdo via fun¢des de pontuagdo (ou fungdes de score). 213
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Os valores numéricos obtidos pelas fungdes de pontuacdo sdo
decorrentes da modelagem matemadtica das interagdes, que ocorrem
durante a formagéo de complexos estdveis.>*° Por sua vez, as fun¢des
de pontuacdo podem ser empiricas, baseadas em campos de forca e
baseadas no conhecimento. Contudo, as simplificacdes matematicas
que deixam os cdlculos de A.M. mais acelerados tornam as predi¢des
de afinidade desses complexos menos acuradas.'” Consequentemente,
para investigar detalhes energéticos das interagdes/ligagdes do sistema
receptor-ligante, outros métodos computacionais devem ser combinados.
Uma prética usual, e confidvel, consiste na juncdo entre a A.M. e a
Din&mica Molecular (D.M.), aplicada ao complexo exportado.>**!8

Em relagdo aos algoritmos de busca, se tem pelo menos duas
categorias bdsicas: sistemadtica e estocdstica.!” Os algoritmos de
busca “sistemdticos” sdo deterministicos, modelam o espago de busca
em intervalos limitados (predefinidos). Os algoritmos estocdsticos
amostram o espaco de busca por alteracdes aleatdrias nas varidveis de
estado até que o critério de término seja atendido.'>! Atualmente, os
algoritmos estocdsticos sdo considerados pela comunidade cientifica
como mais hdbeis na obtengdo de solugdes representativas, todavia
Santos e colaboradores® afirmam que a comparagio entre diferentes
algoritmos de busca em softwares de A.M. ndo € uma tarefa linear,
haja vista que diferentes métodos podem ser mais eficientes para uma
classe de receptores que outras.

Entre os métodos estocdsticos, podem ser destacados os
algoritmos genéticos (A.G.).!>!"1%2l Um A.G. leva essa alcunha
por mimetizar o processo de evolucdo natural. Primeiramente, uma
pose € qualificada como cromossomo, o que descreve a posi¢do do
ligante no espaco de busca. Uma populacdo inicial de cromossomos
¢é gerada aleatoriamente. Entdo, a populagdo € submetida a uma
série de operagdes genéticas: mutacdes (mudangas aleatdrias nos
cromossomos) e recombinacdes (mistura entre cromossomos),
produzindo novas geracdes de poses, as quais sdo inspecionadas por
fungdes de pontuacdo que selecionam as mais aptas ao sitio receptor.
A rotina € concluida ap6s o desenvolvimento de um niimero adequado
de geragdes, pardmetro que € pré-definido pelo usuario.
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A AM. pode ser inserida em diversos seguimentos: processo de
descoberta de farmacos, incluindo estudos de QSAR, triagem virtual
em larga escala, elaboracio de bibliotecas combinatdrias, hipdteses
de ligacdio para pesquisas em mutagénese, cristalografia de raios X no
ajuste de substratos e antagonistas, dentre outros. No Brasil, existem
muitos grupos de pesquisa importantes dentro dessa tematica e que
utilizam essas ferramentas em suas investigacdes. Apesar disso, nota-
se que sdo insuficientes os materiais, no idioma portugués, sobre o
modus operandi de como aplicar metodologias de A.M.

Portanto, nesta nota técnica, estd elaborado um fluxo de trabalho
simples para avaliagdo de um complexo receptor-ligante, por
A.M., utilizando como modelo a estrutura do receptor nicotinico
de acetilcolina humano a4p2 (PDB ID: 5kxi), resolvida por
difracdo de raios X (3,9 A), complexada a molécula de nicotina
(K; = 18,2 + 5,08 nmol L"),> Esquema 1.
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Esquema 1. Representagdo esquemdtica 2D da estrutura quimica da nicotina
em forma de linhas e identificacdo numérica dos dtomos

Os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) sdo receptores
do neurotransmissor endgeno acetilcolina, sendo divididos em dois
grupos: musculares e neuronais.?? O receptor neuronal subtipo o432
€ majoritdrio no cérebro de mamiferos, sendo altamente sensivel a
exposicdo da molécula de nicotina (agonista). Outrossim, devido
as suas funcdes bioldgicas estarem relacionadas com diversas
desordens neuroldgicas, como Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia e
principalmente dependéncia quimica a nicotina, o entendimento das
propriedades de interacdo receptor-ligante é fundamental na busca
por formas terapéuticas.?

Visando um publico de novos usudrios, o texto compreende a ins-
talagd@o dos softwares utilizados (ver se¢do material suplementar 1S),
obteng¢do e preparo da biomacromolécula e do ligante, realizacio dos
célculos de A.M., andlise de resultados e o preparo de figuras para
publicagdo. Para execucdo desse trabalho foram empregados softwa-
res e servidores online de livre acesso e/ou versdes académicas. Nao
obstante, o pacote CSDS SYSTEM, contendo os softwares privados
Mercury,” Hermes e GOLD,'>!” foi obtido no dominio (dotlib.com.br),
segundo a politica de acesso vinculada ao Portal Periédicos CAPES.

E importante salientar que esse tutorial pratico também possui
0 objetivo de atingir profissionais de outras dreas do conhecimento,
debrucando-se em uma narrativa mais abrangente. Consequentemente,
ndo serdo abordados a fundo os aspectos tedricos, acerca dos problemas
associados ao processo quimico computacional. Advertimos, ainda,
que a metodologia foi elaborada para utiliza¢@o no sistema operacional
Windows 10 (64 bits). Por fim, € seguramente aconselhado que, apesar
da metodologia elaborada ser ttil como um guia inicial, existe espaco
para quaisquer aprimoramentos e/ou modificagdes, que visem atender,
de forma mais adequada, outros problemas de A.M.

PARTE EXPERIMENTAL

Aquisicdo de estrutura 3D da biomacromolécula a partir do
servidor online Protein Data Bank (PDB ID: 5kxi)

Ao acessar o dominio https://www.rcsb.org/ na barra de busca,
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deve-se inserir o cddigo PDB 5kxi.?> Uma vez redirecionado para a
pagina que contém um resumo de informacdes sobre essa estrutura,
o arquivo PDB FORMAT na op¢ao DOWNLOAD FILES pode
ser descarregado. Salve o arquivo (5kxi.pdb) em uma pasta criada
especificamente para o trabalho.

Analise das interacdes na estrutura cristalografica com o
servidor online PDBsum

Para avaliar as interagdes originais ligante-receptor, presentes na
estrutura da biomacromolécula alvo, acesse o dominio http://www.
ebi.ac.uk/pdbsum/, digite o cédigo PDB 5kxi e clique em FIND.**
Em seguida, na barra superior, se deve clicar na aba LIGANDS e
selecionar o ligante que se deseja obter as interagdes com o sitio
ativo [NCT 402 (A)]. Para descarregar o arquivo *.pdf, contendo tais
informagdes, clique com o botdo direito do mouse sobre o simbolo
PDF, em seguida clique em salvar link como, e escolha a pasta de
trabalho.

Avaliaciio da qualidade da estrutura cristalografica com o
servidor online PROCHECK

Acesse o dominio https://saves.mbi.ucla.edu/. Faca upload
da estrutura cristalografica obtida na etapa anterior (5kxi.pdb)
e clique em RUN PROGRAMS. Em seguida, selecione a opcio
PROCHECK? e clique em START. Ao término do processo, clique
em RESULTS. Apés exibi¢do dos resultados de andlise, clique em
RAMACHANDRAN PLOT % Nesse momento, devem ser observados
os residuos em regides permitidas ou “outliers”, assim como o
percentual de residuos em cada uma dessas regides (favoured, allowed
and outlier). E possivel fazer o download do arquivo *.pdf contendo
estas informacdes clicando no link PDF, localizado acima do gréfico
de Ramachandran.

Construcao de ligantes utilizando o software BIOVIA
Discovery Studio Visualizer

Abra o software Discovery Studio Visualizer (DSV)? e crie uma
nova janela de trabalho FILE > NEW > MOLECULE WINDOW.
Clique na guia SMALL MOLECULES e selecione aop¢ao SKETCH,
localizada na guia SKETCH MOLECULES do painel a esquerda da
tela de trabalho.

Obs.: Para instrugdes/comandos bdsicos sobre a construcdo de
moléculas, utilizando o DSV, ver se¢do material suplementar 2S.

Construcao da molécula de nicotina

i) Com a opcdo SKETCH selecionada, desenhe o anel piridinico.
Para criar ligacdes duplas, selecione a ligacdo desejada e aperte a
tecla 2 no teclado (3 para ligagdes triplas). Alternativamente, com
a op¢do SKETCH selecionada, clique sobre a ligacdo desejada
(dois cliques para ligacdes triplas). Ainda, € possivel selecionar
todas as ligagdes simultaneamente com a tecla shift e mudar seus
atributos em um tnico comando. Deve-se clicar com o botdo
direito do mouse sobre a selegdo e pressionar a op¢do BONDS,
localizando a lista de ligagdes disponiveis;

ii) Para mudar um 4tomo de carbono por nitrogénio, selecione o
atomo desejado e pressione a tecla “N”. Neste caso, a funcgio
SELECT deve estar habilitada. Também € possivel fazer essa
mudanga clicando com o botdo direito sobre um dtomo ja sele-
cionado e alterando-o em ELEMENT;

iii) A esquerda da drea de edicdo, clique em H ADD para adicionar
hidrogénios e em CLEAN GEOMETRY para otimizar os angulos
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e as distancias da molécula. O comando CLEAN GEOMETRY
pode ser utilizado para otimizar uma subunidade da estrutura em
particular;

iv) Com a opciio SKETCH ainda selecionada, clique no dtomo de
hidrogénio da posicdo 3 do anel piridinico e transmute-o para
carbono, permitindo assim a constru¢do do anel pirrolidinico.
A seguir, adicione os hidrogénios utilizando a fun¢do H ADD
(Figura 1).

v) Clique em dois dtomos de hidrogénio desse novo dtomo de

carbono para transmutéd-los em mais dois dtomos de carbono

(seguido da adi¢do dos hidrogénios). Faga isso mais uma vez,

até que tenhamos 5 dtomos de carbono, além do anel piridinico.

Para fechar o ciclo, clique no primeiro dtomo desejado e em

seguida no segundo (ambos os cliques com a fun¢do SKETCH

selecionada). Em seguida, clique em CLEAN GEOMETRY;

Atencao! O hidrogénio ligado ao carbono tercidrio (C7) deve

estar para cima em relagdo ao nitrogénio piridinico (N1). Se-

lecione a fungdo TORSION e altere o angulo diedro formado
pelos dtomos “A”, “B”, “C” e “D”, mantendo o botdo esquerdo
do mouse pressionado (Figura 2A).

Selecione o dtomo de carbono (sp?) da posigéo 8, ligado direta-

mente ao carbono tercidrio, e transmute-o em nitrogénio. Com a

fungdo SELECT habilitada, selecione o nitrogénio criado e clique

sobre 0 mesmo com o botdo direito do mouse. Em seguida, va
até a aba CHARGE e selecione a opgdo +1;

Atencao! Quando um dtomo de nitrogénio em configuracio

eletronica sp* forma trés ligagdes, o mesmo possuird um par de

elétrons livres e carga zero. Contudo, no caso em questio, o 4tomo
de nitrogénio N8 estd protonado. Logo, esse dtomo contribuiu

com seu par isolado para formar uma quarta ligacdo, essa terd a

natureza de ligacdo covalente coordenada. Como consequéncia,

o N8 deve receber uma carga positiva, embora 0 mesmo seja

mais eletronegativo que o 4tomo de H e o dtomo de carbono C12

diretamente ligados a ele.

vii) Com a fun¢do SELECT habilitada, clique no a4tomo de hidrogénio
mais alto, ligado ao nitrogénio pirrolidinico N8, aqui referimo-nos
ao atomo de H que estd direcionado para o usudrio conforme

vi
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indicado na Figura 2B, e transmute-o em carbono, seguido da
adi¢do de hidrogénios, Figura 2C;

Atenciao! Para melhor representar a nicotina, isso €, na mesma
orientacdo e conformacdo encontrada na estrutura cristalografica
(PDB ID: 5kxi),? € importante que o 4tomo de hidrogénio pirro-
lidinico, ligado ao nitrogénio, esteja direcionado para baixo do
anel.

viii) Sugere-se uma mudanca no nome do ligante para “NCT” a fim
de facilitar a andlise posterior dos resultados de ancoragem mo-
lecular. Para isso, clique na seta que abre a janela de hierarquia
e clique duas vezes sobre o nome da molécula. Altere 0 nome
para NCT e pressione a tecla Enter. Em seguida, selecione toda
a estrutura e utilize o comando CLEAN GEOMETRY. Salve a
molécula em formato *.mol2 (NCT.mol2) em FILE > SAVE.

Especiacao in silico do estado de protonacao do ligante,
utilizando o MarvinSketch

Abra o software MarvinSketch?® e construa a molécula de
nicotina (ver material suplementar, se¢io 3S). Para simular o
estado de protonagdo da nicotina em pH fisiolégico, clique na aba
CALCULATIONS > PROTONATION > pKa. Nao faca nenhuma
alteracdo na janela que se abre e pressione OK > OK. Selecione e
mantenha pressionada a barra de rolagem até encontrar o pH 7.4,
considerado como o valor de pH fisiolégico padrédo para esse tipo
de predicdo. Observe que a micro-espécie mais significativa € a
segunda (Figura 3), que corresponde a nicotina protonada no anel
pirrolidinico.

Otimizacio geométrica do ligante, por meio dos softwares
CCDC Mercury e MOPAC2016

O célculo de otimizacdo geométrica da molécula de nicotina
serd conduzido em nivel semi-empirico, utilizando o pacote
MOPAC2016,% a partir da interface gréfica do software CCDC
Mercury.? Assim, carregue no Mercury, o arquivo NCT.mol2. Para
melhor visualizacdo, sugere-se utilizar o estilo “bolas e bastdes”,

File Edit View Chemistry Structure Sequence Chart Scripts Tools Window Help

orF o~ ) g ©
[ Hacromolecus | Smuiation | Receptor Ligand Interactions | Pharmacophores [T x-rav |y Tooks |
(%5 Display Style... ~
[Teoecie B |

Gren BRE 9> XAD
Tools [ R
Sketch Molecules

Sketch and Edit Molecule

Open or create a New Molecule Window
and use the tools below to sketch and
modify the chemistry of 3D structures.
Keyboard shortcuts can also be used to
set elements/bond orders of the selection
(e.g.,O,N,P 1,2, 3).

& sketch f Chain ‘,;/’ Ring ‘

[} Select Il Add Al Hide
N Torsion = Table... Set..

~ | DS Welcome

Use Clean Geometry to optimize the
geometry with a fast, Dreiding-ike
forcefield.

3uild Fragment |
align Small Molecules

Molecule Browser

Non-bond Interactions... ~

Figura 1. Posi¢do do dtomo de hidrogénio, transmutado para carbono (em amarelo, quando selecionado)
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Figura 2. (A) Atomos envolvidos no dngulo diedro (angulo de tor¢do) entre os

anéis da estrutura proposta. (B) Indicag¢do do dtomo de hidrogénio do nitro-
génio NS, o qual deverd ser transmutado para carbono (C12) com posterior
adigdo de hidrogénios. (C) estrutura da nicotina resultante

selecione DISPLAY > STYLES > BALL AND STICK, na barra
de ferramentas. Em seguida, para editar o arquivo de entrada do
MOPAC2016, pressione consecutivamente CSD-MATERIALS >
CALCULATIONS > MOPAC (Figura 4).

Na opcdo MOPAC clique em reticéncias [...] (Figura 5), e carregue
o arquivo executdvel MOPAC2016.exe, previamente instalado.

Para iniciar os cdlculos de otimiza¢do geométrica, selecione o
hamiltoniano PM7 na op¢ao HAMILTONIAN *° Marque as opgdes
OPTIMISE GEOMETRY e CALCULATE BOND ORDERS. Digite
os comandos “CHARGE=+1" e “XYZ” na caixa de texto EXTRA
KEYWORDS e clique em SUBMIT. Escolha um local para salvar

0} pKa
File Edit View
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os resultados do calculo, com extensdo *.mol2. Sugere-se uma nova
pasta, por exemplo “ligantes_do_tutorial_ PM7”.

Ancoragem molecular

i)

ii)

iii)

Redocagem da nicotina por meio do programa CCDC GOLD
Inicialmente, inicie o software GOLD.'>!” Automaticamente, a
interface grafica Hermes serd acionada. Para realizar o carrega-
mento da proteina de interesse siga WIZARD > PROTEINS >
LOAD PROTEIN e selecione o arquivo 5kxi.pdb. Nessa mesma
janela, marque a op¢do FIXALL PROTEIN ROTABLE BONDS,
para trabalhar com a ancoragem molecular em modo rigido. Em
seguida, ainda na mesma janela, clique na aba SKXI ao lado de
GLOBAL OPTIONS e selecione a opcio PROTONATION &
TAUTOMERS, clicando em seguida no botao ADD HYDRO-
GENS, conforme demonstrado na Figura 6.

Em seguida, na opcdo EXTRACT/DELETE WATERS, delete
todas as moléculas de dgua. (Obs.: Em muitos casos, moléculas
de 4dgua funcionam como ponte, que medeiam interacdes, entre
o ligante e residuos-chave. Sendo assim, essas “dguas” sdo im-
portantes no cdlculo de docking e sugerimos fortemente que seja
realizada, previamente, uma inspecao visual, para confirmagao.
Ao confirmar a inexisténcia de tal condi¢do, pode-se executar
o procedimento de exclusdo de todas as moléculas de dgua co-
-cristalizadas).

Ap06s esse procedimento, na op¢io DELETE LIGANDS, marque
todas as caixas de texto dos ligantes a serem removidos e clique
na opcdo EXTRACT. Para cada ligante, o programa solicitard
uma identificagdo e o diretério no qual o mesmo sera salvo.
Aqui € recomendado usar os nomes originais para os ligantes,
salvando o ligante “A_1" em um local de ficil acesso, tendo em
vista que ele serd usado como referéncia para os cdlculos dos
desvios (RMSD), na etapa de redocagem.
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Figura 5. Carregar programa MOPAC pela interface do Mercury

iv) Retorne para a aba GLOBAL OPTIONS e clique na op¢do DEFI-
NE BINDING SITE. Nessa janela, marque a opgdo POINT. Digite
as coordenadas x = 67.3680, y =-27.2034 e z=-39,0781 e clique
em VIEW. (Obs.: As coordenadas x, y, z sdo definidas como a
centro da esfera de simulagdes, a qual contempla o sitio de liga-
¢do. Neste tutorial escolheu-se um ponto que coincide exatamente
com a posi¢do cartesiana do dtomo de nitrogénio pirrolidinico
(N8) do ligante nicotina que estd co-cristalizado na estrutura da
biomacromolécula PDB ID 5kxi. Todavia, € importante destacar
que para cada sistema se deve analisar a melhor posi¢do com base,
principalmente, em critérios experimentais). E possivel alterar o
raio a ser considerado para o sitio de liga¢do na caixa de texto
SELECTALLATOMS WITHIN. Aqui, recomenda-se o raio de
10 A para o célculo. (Obs.: E possivel medir o tamanho de uma
molécula dentro do préprio Hermes. Para isso, clique na opg¢ao
SHOW HYDROGENS na parte superior do software e em seguida
mude o PICKING MODE para MEASURE DISTANCES. Feito

Ve

Wreframe v Colour: by Bement v

90 y90 y430 280 490 & 3 L T mom- z00m+

FloAsaGn  His Tautomers

interaction Motif

AnGOLD | Run GOLD In The Badkground Finish

Figura 6. Adicionar hidrogénios a estrutura da proteina

V)

vi)

iss0, basta clicar sobre os dois dtomos cuja distancia se quer medir
e o valor em angstrom aparecerd acima de uma linha tracejada na
tela). O valor da distancia medida pode ser verificado na forma
delistaem DISPLAY > MORE INFORMATION > DISTANCE
LIST.

Alternativamente, € possivel definir o sitio de ligacdo com base
na posicéo de algum dtomo de referéncia que se julgue adequado.
No caso apresentado, o centro serd definido nas coordenadas do
nitrogénio pirrolidinico, do ligante de referéncia (“A_1").
Atenciio! E importante salientar que uma vez escolhida a referén-
cia para uma redocagem, deve-se manté-la durante as ancoragens
subsequentes (por exemplo, se estivermos usando “A_1" como
referéncia € imperativo NAO usar “D_1" para definir o sitio de
ligagdo para outras simulacdes, dentro da mesma rotina de cdlcu-
lo). Essa observacdo € desnecessdria para cdlculos subsequentes
que utilizam o mesmo arquivo *.conf gerado pela redocagem,
entretanto, ¢ de extrema importancia na ocasido de ancoragens
que sejam programadas do inicio, ou seja, novos arquivos *.conf.
Na aba DEFINE BINDING SITE, com a opcdo POINT sele-
cionada, minimize a janela GOLD Setup a fim de deixar visivel
aestrutura tridimensional da protefna na interface grafica. Utilize
os botdes do mouse, esquerdo (rotacionar) e direito (aproximar
ou afastar), para fazer com que toda a extensdo da proteina fique
visivel no Hermes, (Figura 7):

vii) Dentro da janela MOLECULE EXPLORER, na aba DISPLAY , ¢

possivel observar que o software ainda exibe os ligantes removi-
dos. Clique duas vezes na checkbox ao lado de ALL ENTRIES,
para que o Hermes esconda todas as estruturas. Em seguida, clique
sobre a checkbox ao lado de “A_1".

viii)Utilize o mouse para centralizar e aproximar a molécula visuali-

zada, a fim de facilitar a sele¢@o do 4tomo correto. Em sequéncia,
clique no dtomo de nitrogénio do anel pirrolidinico do ligante
para defini-lo como centro do sitio de ligagdo. Feito isso, maxi-



228

Batista et al.

Figura 7. Visualizagdo da estrutura da proteina no GOLD

ix)

X)

mize a janela GOLD setup que deve estar localizada abaixo do
MOLECULE EXPLORER. Se a defini¢do for bem sucedida,
uma esfera vermelha poderd ser visualizada ao redor do ponto
em questdo, quando a janela estiver maximizada. Além disso, as
coordenadas obtidas devem ser as mesmas ji mencionadas neste
tutorial, mostradas na Figura 8.

Ap6s a definigdo do sitio de ligacdo, dirija-se a opgdo SELECT
LIGANDS e clique em ADD, para adicionar a molécula de nico-
tina, previamente otimizada (NCT.mol2). Idealmente, trabalha-se
entre 50 e 100 poses de ancoragem, contudo, para esta nota técni-
ca, selecione 10 poses de ancoragem. Posteriormente, clique nas
reticéncias [...], ao lado de REFERENCE LIGAND, e selecione
como referéncia o ligante extraido A_1.

Véaparaaopcio FITNESS & SEARCH OPTIONS e desmarque a
opcdo ALLOW EARLY TERMINATION e selecione a fungio de
pontuagdo CHEMPLP, em SCORING FUNCTION. O programa

Quim. Nova

GOLD contém 4 fungdes basicas de pontuagio: GoldScore, Che-
mScore, CHEMPLP e ASP, sendo possivel utilizd-las de forma
exclusiva ou em conjunto, dependendo do objetivo do usudrio.
As fungdes sdo parametrizadas distintamente, de modo que €
sempre necessdrio avaliar qual delas serd mais eficiente para o
sistema estudado.’!

xi) Em seguida, clique na op¢do RUN GOLD

Na janela que se abre, selecione a pasta na qual devem ser salvos
os resultados (ex.: docking_tutorial) e marque a caixa PROTEIN
(caso a mesma esteja desmarcada) para salvar a estrutura pre-
parada para o cdlculo. Clique em SAVE para iniciar o célculo,
conforme mostrado na Figura 9.

Uma vez finalizado o cdlculo, clique em VIEW SOLUTIONS.
Em seguida, clique em CLOSE para fechar a janela do célculo,
fazendo o mesmo para a janela de programagdo do célculo,
deixando apenas a interface, Hermes, aberta. Os resultados

)
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Figura 8. Ponto central da esfera de interagdo definido como sitio ativo da simula¢do
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Figura 9. Confirmar inicio do cdlculo das poses de ancoragem

serdo mostrados na janela MOLECULE EXPLORER, na aba
DOCKING SOLUTIONS, que deverd ser mostrada, automatica-
mente, apos o término do cdlculo. Os valores dos desvios médios
quadriticos (em A) obtidos entre as poses da molécula NTC e
a referéncia A_1 podem ser visualizados arrastando a barra de
rolagem dessa janela para o lado direito, Figura 10.

xii) Selecione o resultado com a maior pontuagdo (PLP.Fitness) e
cliqueem FILE > EXPORT COMPLEX > NOME_DO_ARQUI-
VO (EX.: COMPLEXOS_EXPORTADOS) > SALVAR. Todos
os arquivos exportados do GOLD, no formato *.mol2, podem
ser abertos em qualquer computador, mesmo sem 0s arquivos
de entrada elaborados previamente ao célculo de ancoragem.
Contudo, € importante salientar que outros arquivos obtidos
no *.conf nio poderdo mais ser abertos pelo GOLD se forem
copiados para outras pastas, ou se as pastas forem renomeadas.

"aﬁ Hermes
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Por isso, € importante definir pastas exclusivas para os estudos
de ancoragem, com nomes precisos, sem caracteres especiais e
que ndo sejam pastas que precisam ter os arquivos transferidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise dos resultados da ancoragem molecular, utilizando o
software DSV

Tao importante quanto a elabora¢do da metodologia computacional,
aetapa de interpretacdo dos dados exportados, em estudos de ancoragem
molecular, consiste na avaliacdo da orientacdo e conformacio da
micromolécula no sitio de ligagdo.* Além disso, consiste também em
identificar quais sdo os residuos chave e as forcas intermoleculares que
suportaram o reconhecimento complexo receptor-ligante. '

Nesse sentido, apds o carregamento do arquivo exportado
do GOLD, no software DSV, analisam-se tanto as interagdes
intermoleculares quanto os demais parimetros mencionados,
utilizando a ferramenta LIGAND INTERACTIONS, a qual esta
disponivel na aba RECEPTOR-LIGAND INTERACTIONS,
conforme a Figura 11.

Ressalta-se que essa ferramenta permite inspecionar os
complexos obtidos, por cdlculos A.M. e aqueles determinados
experimentalmente, desde que haja um arquivo de entrada, contendo
as coordenadas cartesianas atdmicas, no formato *.pdb.*

Na etapa de inspecdo, ap6s observar a conformacio ativa do
ligante, o usudrio pode priorizar os contatos ndo-covalentes mais
relevantes. Para tal, habilitando o painel de monitoramento do DSV,
a aba NON-BOND permite ao usudrio caracterizar as interacdes
presentes no complexo, a0 mesmo tempo, verificando quais sdo
os pardmetros geométricos (distdncia e dngulo) associados. Na
Tabela 1, podem ser visualizados alguns pardmetros geométricos,
tipo de interagdo, cor atribuida e categoria das interagdes favordveis,
habitualmente listadas, em complexos receptor-ligante.

No exemplo em questdo, o qual apresenta o menor valor para raiz
do desvio-médio quadratico (RMSD = 1,5 A), pode ser observado
que o ligante simulado (NCT.mol2) exibe uma pose (orientagdo e
conformagao) estabilizada no bolsdo de liga¢do do receptor nicotinico
de acetilcolina 042, entre as interfaces o—f, a partir da formacao de
contatos nao-covalentes com residuos chave, Figura 12.
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Figura 10. Janela de resultados
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Tabela 1. Algumas interacdes intermoleculares usualmente analisadas em complexos receptor-ligante. Os parametros geométricos e cores associadas estdo de

acordo com a configuragéo padréo do software DSV.?73

Tipo de interagdo  Cor atribuida Categoria Parametros Geométricos Descricdo
Verde Cléssica: D-H...A (méx. 3,4 A); D-H...A (A = aceitador);
Interacoes de Azl claro Nio cléssi;a' D-H...A (méx. 3,8 /}); DiiA (mfn. 90° méx. 180°) C-H...A/par isolado/r;
hidrogénio Laranja Ponte salina: D-H...A (max. 4,00 A); min. 90°; max. Interagdes de H entre grupos
’ A...A (méx. 3,0 A); carregados;
. ) 2N, - Interac@o entre cargas opostas;
.. LaranJ-a Carga...carga; +)...) (m}ax. 3.6 LA)’ (Mix. 40°); Interagdo de nuvem 7t e grupo (ou
Eletrostatica Laranja P V. n...(+) (médx. 5,0 A); - o P . g
Laranja 7t...cdtion; m...Anion; ..(0) (mdx. 5.0 A); (Max. 40°); 4tomo) carregc‘ldo positivamente/
negativamente;
Roxa ... Csp2...Csp2 (méx. 4,5 A) (Mix. 90°; min. 50°, face-a- Interag@o entre nuvens eletronicas
face); (Max. 90°, min. 30°, mt deslocalizadas;
forma T);
Hidrofébica Roxa Alquila; Csp3...Csp3 (méx. 5,5 A) - Fraca interagdo o—o;
Rosa m...alquila; Csp2...Csp3 (méx. 4,0 A) (Mix. 45° + 20°); Fraca interagdo n—o;
Rosa 7...par isolado (PI) Csp2...PI (mdx. 3,0 A) (Max. 45°+ 40°); Fraca interagdo n—PI
(Par Isolado);
osesde LTRSS 3T i 20 0% s emolendo

Halogénio

YdW(X, A) + L A);

cx4 (min. 120°; méax. 180°); cavidades-o

(S)-nicotina

Figura 12. Tela de trabalho do DSV com o complexo nicotina-o4p2 e esquema
2D da molécula de nicotina. As interagoes intermoleculares estdo exibidas
como linhas tracejadas, diferenciadas por cores em tipo e natureza (Verde =
interagdo de hidrogénio cldssica; Laranja = interagdo eletrostdtica; Roxa =
Interagdes hidrofobicas; Rosa = Interagdes parcialmente hidrofobicas). Obs.:
Para uma melhor visualizagdo, apenas os hidrogénios polares sdo mostrados,
CHEMISTRY > HYDROGENS > SHOW POLAR

Na tela de trabalho do DSV, as linhas tracejadas representam os
contatos nio-covalentes, sendo cada cor referente a uma categoria
(natureza) de interacdo (ex. a linha tracejada verde indica a formagao
de uma interagdo de hidrogénio cldssica do tipo D-Hee*A, sendo D =
doador e A = aceitador). E importante salientar que o software DSV,
em configuragdo padrio, utiliza essa paleta de cores tio-somente para
diferenciar as intera¢des. Todavia, o usudrio podera definir a cor da
interacdo, clicando na coluna referente a cor na aba NON-BOND
e selecionar aquela que melhor represente o sistema de interesse.

Como segue, o complexo nicotina—a4f2 indica que o nitrogénio
pirrolidinico (N8), o qual se encontra protonado, estabelece trés
interagdes de natureza eletrostatica cdtion---m com os anéis aromaticos
das cadeias laterais dos residuos de W149 e Y197, Figura 12. Além
disso, devido a protonag@o do dtomo de N8, ocorre a formagéo de
uma interac@o de hidrogénio cldssica (N-H:--O) com o dtomo de O
carbonilico da cadeia principal do residuo de W149. Duas interacdes
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hidrofébicas do tipo o+t sdo observadas entre a metila, C12, e o
anel aromadtico da nicotina com as cadeias laterais dos residuos de
Y197 e L484, respectivamente. Finalmente, um contato do tipo m---PI
(par isolado) entre a subunidade aromdtica da nicotina e o 4tomo
de enxofre presente na cadeia lateral do residuo de C193 auxilia a
estabiliza da nicotina no bolsdo de ligagdo.

O algoritmo genético do software GOLD modula as orienta¢des
e conformacdes do ligante, visando encaixd-lo em um ou mais
minimos de energia do sitio ativo do receptor.'> Prontamente, as
populagdes de cromossomos sdo criadas e avaliadas pelos operadores
genéticos (mutagdo, recombinagdo ou crossover), mapeando-se
os parametros de geometria do ligante. Nessa conjuntura, o A.G.
combina a sobrevivéncia entre as melhores solugdes com intercdmbio
de informacdes genéticas para formar estruturas heuristicas
aperfei¢oadas, ou seja, os ligantes com melhores adaptabilidade
(orientacdo e conformacio) no sitio de ligagdo. Os valores das
pontuacdes, compostas pela modelagem das interagdes receptor-
ligante e afinidade, sdo conduzidas pela funcdo de pontuagdo pré-
definida pelo usudrio.>!*151

No exemplo em questao, foi aplicada a metodologia de redocagem
para validacdo da rotina de célculo empregada na simulagdo. E
advertido que este protocolo tem maior eficiéncia em situacgdes
nas quais as moléculas otimizadas e o ligante co-cristalizado sdo
estruturalmente similares.'>* Além disso, nessa metodologia é
importante manter a estrutura da proteina fixa (rigida), a fim de
garantir a conformagao obtida experimentalmente, dos residuos do
sitio ativo. Nessa etapa, examina-se a capacidade do A.G. conduzir
o ligante otimizado a conformagdo determinada pelo ligante co-
cristalizado (reproducdo do dado experimental). Na prética, o usudrio
deve, ao final do célculo, observar os valores de RMSD com base na
sobreposi¢do das posigdes cartesianas dos 4tomos ndo-hidrogendides,
referentes as moléculas (simulada e original), no sitio de ligagdo.
Sao plausiveis os protocolos com valores da raiz do desvio-médio
quadrético ndo superiores a 2,0 A 212131934

Ediciao de figuras, utilizando o software PyMol

Para realizar a inspe¢do visual, ambos os arquivos (complexo
exportado e a estrutura original 5kxi.pdb) séo carregados no PyMol.%
E importante destacar que a estrutura da biomacromolécula alvo pode
ser obtida por homologia (modelagem molecular comparativa), no
caso da auséncia do arquivo 3D nos bancos de dados de proteinas
(ver material suplementar, sec@o 4S).

Com o software PyMol aberto, as estruturas devem ser suprimidas:

Expand:
by 4 A
by 5 A
by 6
by

B pyo

/Skx1//8 1L
/nct docked//’ 1 /AL

R " flelowdng P T gy
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ALL>H >EVERYTHING. Os ligantes de interesse sdo selecionados
na barra de sequéncia, DISPLAY > SEQUENCE, sendo o ligante
co-cristalizado denominado como NCT (localizado entre as cadeias
A e B do receptor) e no complexo exportado o ligante € identificado
como UNK, e esta localizado no inicio da barra de sequéncia.
Para facilitar a inspe¢@o, na opgdo (SELE) a fungdo S, “show”, é
habilitada com posterior clique em STICKS. Por conseguinte, faz-se
necessdrio remover os hidrogénios através da fungdo A “Action” >
HYDROGENS > REMOVE. Ainda, o usudrio tem a op¢ao de alterar
a cor do plano de fundo para branco, DISPLAY > BACKGROUND >
WHITE, Figura 13.
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Show Valences
Smooth Lines
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v

Animation
Roving Detail

External GUI

Figura 13. Moléculas de nicotina sobrepostas: simulada (C, em azul claro) e
co-cristalizada (C, em verde), apresentadas como “sticks” e com os respecti-
vos dtomos de H suprimidos. Além disso, etapa de alteragdo do plano de fundo

Para expandir a sele¢do e apresentar as cadeias laterais dos
residuos que compdem o sitio de ligacdo, basta habilitar a proteina
como “cartoon” (ALL > S “SHOW” > CARTOON) e clicar com
o botdo direito do mouse sobre o ligante co-cristalizado, seguindo
ACTIONS > EXPAND >BY 5 A, RESIDUES, conforme demostrado
na Figura 14.

Mantendo os residuos selecionados, deve ser habilitada a
fun¢do S, a direita da opgdo (SELE), optando pela forma STICKS.
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Figura 14. (Esquerda) Sele¢do e formatagdo dos residuos, em um raio de 5 A do ligante de interesse. (Direita) Aumento de transparéncia da estrutura em “cartoon”
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Uma melhor visualizagdo € adquirida alterando a cor do ligante co-
cristalizado em relagdo aos residuos previamente expandidos. Nesse
sentido, mantenha-o selecionado aplicando em sequéncia o comando
C > BY ELEMENT, escolhendo uma das cores do painel. Aqui, foi
escolhida a coloragdo laranja para os 4tomos de carbono. Ao mesmo
tempo, € sugerido o comando SETTING > TRANSPARENCY >
CARTOON > 80%, para melhorar a visualizagio, conforme mostrado
na Figura 14.

Antes de completar a edi¢do da figura, podem ser coletadas as
coordenadas da pose, segundo a visdo atual na tela, com a palavra-
chave GET_VIEW, o qual deve ser digitada pelo usudrio na linha de
comando em frente a0 nome “PyMol>", pressionando a tecla Enter
ao final do processo, Figura 15.

Essas coordenadas podem ser utilizadas, posteriormente, para
analisar outros ligantes ancorados, com o0 mesmo receptor, a partir da
mesma orientagdo. Para realizar esse procedimento, € suficiente colar,

3 pymoL
File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

### cut below here and paste into scriot ###

set_view (\
0.266305774,  ©.735739112,  -0.622713745,\
0.049045976,  -0.655550897,  -0.753555059,\
-0.962639928,  ©.170135155,  -0.210661769,\
©0.000000000,  ©.000000000, -60.427810669,\
67.648376465, -27.421102524, -49.570281982,\
56.126548767,  64.729064941, -20.000000000 )

FFF CUT aDOVe nere ana paste 1NTO SCrIPT ##F

oi Command Input Area

Get the list of commands by hitting <TAB>

Get the list of arguments for one command with a question mark:
PyMOL> color ?

Read the online help for a command with “help”:
PyMOL> help color

Get autocompletion for many arguments by hitting <TAB>
PyMOL> color ye<TAB>  (will autocomplete “yellow")

1 286 291 296 301 306 311 316 321 331 336 341 346

FVTLSIVITVFVLN: SPRTHTMPTWVRRVFLDIVPRLLLI
96 301 306 311 316 321 326 331 346

Quim. Nova

Ctrl+V, as coordenadas ja coletadas na linha de input dos comandos
e pressionar a tecla Enter.

As rotinas de A.M. devem ser validadas, sendo a redocagem
o método mais utilizado. Nessa abordagem, a estrutura do ligante
co-cristalizado da proteina é removido do sitio de ligagdo. Em
sequéncia, o algoritmo devera recalcular a orientacio e conformacdo
do ligante no bolsdo de ligacdo. Serdo considerados protocolos
aptos, ou bem sucedidos, caso haja concordancia entre 0 modo de
ligagdo experimental e o calculado. Aqui, a pose de maior pontuagio
apresentou valor de RMSD = 1,5 A, isso é, RMSD < 2A, considerada
uma rotina apta para o sistema em questdo.

Finalmente, para gerar uma figura de alta qualidade, visando
relatdrios técnicos, artigos, dentre outros, seleciona-se a opgao
DRAW/RAY > RAY(slow), conforme exemplificado na Figura 16.

Quando o software terminar o calculo, pressione FILE>SAVE
IMAGE TO FILE, para salvar a imagem no diretdrio desejado. Para

(! LL EDWKYVAMVIDRIFLWMFIT
356 361 366 371 381 7t
NA

356 361 /B
TVGLFLPPW NA

Figura 15. Coordenadas cartesianas da pose de A.M. segundo a visdo atual da tela; Linha de comandos do PyMol. Moléculas do ligante nicotina sobrepostas:

simulada (C, em azul claro), co-cristalizada (C, em laranja) e residuos do sitio de ligacdo (C, em verde) com no mdximo 5 A de distancia do ligante. Todas as
moléculas estdo apresentadas como “sticks” e com os respectivos dtomos de H omitidos para melhor visualizagdo
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Figura 16. Gerar figuras de alta qualidade com a fung¢do Ray
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Figura 17. Salvar arquivo de sessdo no PyMol

salvar um arquivo de secdo contendo as modificagdes feitas até o
momento, siga os comandos FILE > SAVE SESSION AS e escolha
o local desejado, Figura 17.

Obs.: A opcdo de nomear os residuos de aminodcidos nesse
software pode resultar em figuras poluidas visualmente. Portanto, ¢
aconselhdvel identificar os residuos, posteriormente, com um editor
de imagem (ex. Paint ou PowerPoint).

CONCLUSOES

No decorrer deste texto, uma rotina computacional de fécil acesso
e de baixo custo foi descrita, objetivando apresentar as principais
etapas que pertencem a um procedimento de A.M., visando um
publico de usudrios recentes e ndo especialistas. Nesse sentido, foram
abordadas as etapas obtencdo do arquivo 3D da biomacromolécula de
interesse, construcdo e otimizagdo do ligante, especiacdo do estado de
protonacdo em pH fisioldgico, conducdo da simulagio de A.M. por
meio do software GOLD, visualiza¢ao do complexo receptor-ligante
e monitoramento das intera¢des intermoleculares via software DSV,
concluindo com a edi¢do de figuras de qualidade para publicagdo,
utilizando o software PyMol.

Por fim, € fortemente reiterado que essa metodologia deve
ser modificada, em algumas etapas, para resolu¢do de problemas
individuais de A.M. No entanto, o mesmo pode servir como um guia
inicial aos interessados em SBDD.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O Material Suplementar citado ao longo do trabalho estd
disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em formato pdf, com
acesso livre.
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