WANDRE NUNES DE PINHO VELOSO

EASYVS: UMA FERRAMENTA PARA TRIAGEM
VIRTUAL MISTA BASEADA EM ALVO E

LIGANTE

Belo Horizonte
Julho de 2019


WANDRÉ NUNES DE PINHO VELOSO�

Belo Horizonte

Julho de 2019





WANDRE NUNES DE PINHO VELOSO

EASYVS: UMA FERRAMENTA PARA TRIAGEM
VIRTUAL MISTA BASEADA EM ALVO E

LIGANTE

Tese apresentada ao Programa de Pos-
-Graduagao em Bioinformatica do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade Fe-
deral de Minas Gerais como requisito par-
cial para a obtencao do grau de Doutor em
Bioinformatica.

ORIENTADORES: DR. CARLOS HENRIQUE DA SILVEIRA E DR.
DOUGLAS EDUARDO VALENTE PIRES

Belo Horizonte

Julho de 2019



© 2019, Wandré Nunes de Pinho Veloso.
Todos os direitos reservados.

Nunes de Pinho Veloso, Wandré

EasyVS: Uma ferramenta para triagem virtual mista
baseada em alvo e ligante / Wandré Nunes de Pinho Veloso.
— Belo Horizonte, 2019

xxiii, 72 f. : il. ; 29cm

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais
Orientadores: Dr. Carlos Henrique da Silveira e Dr.
Douglas Eduardo Valente Pires

1. Biologia Computacional — Teses. 2. Bioinformética —
Teses. I. Orientador. II. Titulo.

CDhU




Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biolégicas
Programa Interunidades de Pés-Graduagédo em Bioinformética da UFMG
Avenida Presidente Anténio Carlos, 6627 — Pampulha
31270-901 - Belo Horizonte — MG
Enderego eletrénico: bioinfo@ich.ufmg.br 55 31 3409-2554

"EASYVS: UMA FERRAMENTA PARA TRIAGEM VIRTUAL MISTA
' BASEADA EM ALVO E LIGANTE"

Wandré Nunes de Pinho Veloso

Tese aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

4
>da Silveifa < Orientador

UNIFEI

I (L ER
Prof. Lucas Bleicher
UFMG

et (é@gﬁum
Profa. Sabrina de Azevedo Silveira

Prof Paniel Cristian Ferreira Soares
UNIFEIL

J% V)
Prof-teonardo Henrique Franca d€ Lima
UFSJ :

Vel

Lucianna Helene Silva dos Santos
- UFMG

Prof. Carlos Henr1

UFV

3

Belo Horizonte, 26 de julho de 2019.






Vil






Agradecimentos

Agradeco, primeiramente, a Deus, Fonte de Amor, Misericérdia e Consolo, pelo
dom da vida, pelas dificuldades, conquistas e por nunca me abandonar.

A Virgem Maria, Mae de Deus e minha, por me envolver em seu colo materno
em todos os momentos.

A minha esposa Mariana, companheira durante todo esse periodo de estudo e
trabalho, que me incentiva e me leva a Deus nas pequenas e grandes atitudes. Eu amo
voce.

A nossa pequena Alana que sabe, nas brincadeiras e sorrisos, por me permitir
viver a paternidade todos os dias, me mostrar quao feliz pode ser a vida e o que é
essencial.

Aos meus queridos pais, Waldir e Daria, meus irmaos, Duran (Rose e Tiago) e
Giowana, grandes influenciadores do meu carater, presentes em minha vida e sempre
torcendo por mim. A minha sogra Socorro, Ménica, Anderson (Ana Jilia e Samuel),
Eder e Pri (e Maria Gabriela) por também serem minha familia em todos os sentidos.

Agradego também a meus orientadores, Carlos e Douglas, pela confianga, amizade
e ensinamentos, sempre obtidos a partir de calmas e detalhadas explicacoes. Aproveito
para agradecer ao David Ascher, da Universidade de Melbourne, pela parceria no de-
senvolvimento do artigo e do sistema como um todo.

A Tara, José Cornélio e filhos, que me acolheram e acolhem como parte da familia
em intmeros momentos. Deus os abengoe sempre!

Aos meus amigos e colegas de pesquisa que tanto me ajudaram durante esse
processo. Meu companheiro/irmao de doutorado desde o primeiro dia, Biharck Muniz;
a competente designer e 6tima pessoa Pamela Marinho; a Joao Linhares, pelos feedbacks
durante o processo de desenvolvimento do EasyVS; a Joicy, querida amiga, madrinha
de casamento e que ajudou esse trabalho em diversos pontos e momentos; a Vianei, pela
amizade e os inimeros suportes; a Francislon ("meu rei") pelo apoio no desenvolvimento
do trabalho; e a Christian e Douglas, pelo apoio no desenvolvimento do novo cédigo de

agrupamento molecular. Aos amigos grandes Marielle, Neto (e Joao Pedro), Luciana,

1X



Bruno (Lucas e Renata), Vivi e Rusbney, Carol e Jodo, por estarem perto sempre.
Aos meus Professores, grandes incentivadores da minha profissao atual; e aos
meus alunos, por me fazerem querer e ser melhor, mais humano e profissional a cada
dia.
A UNIFEI por me possibilitar um perfodo de afastamento e também por hospe-

dar o EasyVS em uma estrutura dedicada.



“Depois desse trabalho feito, depois da obra terminada, depois que toda essa vontade
fica desacorrentada... Depois de ter o bom combate, depois de dar o reque-mate,
depois que a avidez se acaba e o cansago nos abate. Restard depois da chuva forte os
pedacos das palavras doces, semeados no fundo de cada cora¢do. Restarao também
cangoes perdidas nos olhares dessa despedida e os excessos de nos mesmos pelo chao”

(Maninho)

x1






Resumo

O processo de descoberta de farmacos consiste em diversas etapas e a utilizacao
de ferramentas computacionais pode ser parte essencial, em especial, durante os pri-
meiros estagios da pesquisa. E possivel, por exemplo, o estudo de grande ntmero de
moléculas a partir de propriedades fisico-quimicas ou mesmo prevendo o possivel modo
e energia de ligagao entre duas ou mais moléculas. O EasyVS é uma ferramenta WEB
desenvolvida para simplificar o processo descrito anteriormente a partir da selecao de
compostos e bibliotecas de compostos e triagem virtual de ligantes. Com uma interface
intuitiva, a ferramenta permite aos usuarios ir desde a selecao de uma proteina-alvo
com estrutura conhecida, passando pela parametrizagao do docking até sua execugao e
visualizacao de resultados, em poucos clicks. O EasyVS também permite aos usuarios
a escolha dentre mais de 16 milhoes de moléculas através de filtros baseados nas pro-
priedades moleculares, assim como o agrupamento considerando indice de similaridade
de Tanimoto. Essa ferramenta foi utilizada, em um estudo de caso, para a triagem
virtual de ligantes para as GPCR (receptores acoplados a proteinas G) e apresentou
resultados satisfatorios, indicando moléculas ja conhecidas como ligantes, separando-
as de decoys, assim como novos potenciais ligantes para serem estudados. Esse estudo
mostrou-se relevante pois as GPCRs sao consideradas a maior familia de alvos para
farmacos aprovados. Pretende-se aumentar a capacidade de processamento do servidor
disponivel para o EasyVS a fim de diminuir o tempo de computacao das requisicoes,

além de viabilizar novas funcionalidades para o EasyVS.
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Abstract

The drug discovery process consists of several steps and the use of computational
tools can be an essential part, especially during the early research stages. It is possible,
for example, to study large numbers of molecules from various compound libraries from
physico-chemical properties or even by predicting the mode and energy of binding
between two or more molecules. EasyVS is a web tool developed to simplify the
previously described process from the selection of compounds libraries and virtual
screening of ligands. With an intuitive interface, this tool allows users to go from the
selection of a protein target with known structure, through docking parameterization
to its execution and results visualization, in a few clicks. EasyVS also allows users
to choose from more than 16 million molecules through filters based on molecular
properties, as well as the grouping through Tanimoto’s similarity index. This tool was
used, in a case study, for the virtual screening of ligands for GPCR (G protein coupled
receptors) and presented satisfactory results, indicating molecules already known as
ligands, separating them from decoys, as well as new potential ligands to be studied.
This study proved to be relevant since GPCRs are considered the largest family of
targets for approved drugs. We intend to increase the processing capacity of the server
available for EasyVS in order to reduce the computation time of the requisitions, besides

making viable new functionalities for EasyVS.
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Capitulo 1

Introducao

Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um farmaco, tam-
bém denominado Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), é uma substancia quimica ativa
ou matéria-prima que tenha "propriedades farmacologicas com finalidade medicamen-
tosa, utilizada para diagnostico, alivio ou tratamento, empregada para modificar ou
explorar sistemas fisiologicos ou estados patologicos, em beneficio da pessoa na qual
se administra"|[ANVISA, 2018|. Ja farmacoforo, segundo International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) é uma molécula ou grupamento funcional com um
conjunto de caracteristicas eletronicas e estéricas que sao necessarias para assegurar
as interagoes supramoleculares 6timas com um alvo biologico especifico e para acionar
(ou bloquear) sua resposta biologica (WERMUTH et al, 1998, apud Cortes-Cabrera
et al. [2016]). Dentre essas caracteristicas quimicas, as que sdo mais comumente leva-
das em consideragao sao a quantidade de doadores e aceptores de hidrogénio, grupos
carregados positiva ou negativamente, anéis aromaticos, grupos (hidrofébicos) aliféti-
cos/aromaticos (LEACH; GILLET, 2007, apud Cortes-Cabrera et al. [2016]).

H& muitas formas de se projetar um farmaco, seja por processos de descoberta
de substancias ja existentes na natureza, como a prospeccao de principios ativos em
produtos naturais ou minerais, seja por processos de invencao ou criacao de novos
farmacos, sintéticos, como seria o caso dos métodos de quimica combinatéria e de
desenho racional de farmacos [Keseru & Makara, 2006]. Na pratica, descoberta e
invencao confundem-se em um amplo e complexo processo conhecido mundialmente
como "drug discovery".

Independentemente do método, todos podem didaticamente ser alicer¢ados em
um tripé: ligante, alvo, funcao [Pitt et al., 2009]. Mais comumente, o ligante é uma

pequena molécula organica (massa molecular < 500 Dal!) capaz de interagir com al-

!Dalton é definido como 1/12 da massa de um carbono-12 em seu estado fundamental
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4 CAPITULO 1. INTRODUCAO

vos biologicos, normalmente um receptor ou regiao invaginada na superficie de uma
macromolécula (podendo, ou néo, ser o pocket ou sitio ativo da biomolécula) ou em
complexos de macromoléculas [Pitt et al., 2009]. De acordo com Nelson & Cox [2008] e
Daintith [2008], o sitio ativo, catalitico ou alostérico (em inglés, binding site) é a regiao
de uma enzima em que as moléculas influenciadas por ela se ligam ou se combinam
e, geralmente, é complementar ao ligante em tamanho, forma e propriedades fisico-
quimicas. Essa interacao produz efeitos que se desdobram em alteracoes funcionais em
diferentes escalas e condig¢oes: moleculares, celulares, fisiologicas, microbiologicas etc.
Em termos préaticos, tais mudancas funcionais, podem levar nao somente ao diagnostico
e terapéutica de doengas (sejam humanas ou nao), como também impactar contextos
nao relacionados diretamente a uma enfermidade, como, por exemplo, em nutricao,
cosméticos, fertilizantes, processos bioquimicos industriais e saneamento.

A despeito de todas essas possibilidades de intervencao, o caminho que leva um
ligante a se transformar em um farmaco nao é simples e pode custar, de acordo com
Avorn [2015], mais que 2,6 bilhoes de dolares (sendo cerca de 1,2 bilhdes sao utilizados
para capital e 1,4 bilhdes para pesquisa de novos farmacos). Candidatos a farmacos,
pré-selecionados nas complexas etapas de descoberta e invencao, tém que enfrentar
todo um conjunto de etapas até chegar as prateleiras das farmacias. Normalmente, a
jornada comega com a triagem de ligantes (do inglés hits) que demonstraram afinidade
a alvos que possam ter envolvimento na bioatividade requerida. Nos casos em que
os alvos nao sao de todo conhecidos, a triagem pode ter selecionado ligantes que te-
nham ou possam ter (no caso da triagem virtual ou virtual screening) correla¢ao com o
efeito funcional desejado. Seja como for, esses ligantes sao apenas uma esperanga como
potenciais farmacos. Estudos experimentais, auxiliados por analises computacionais,
precisam avaliar sua efetividade no contexto biologico, pela afericao de propriedades
como: poténcia, seletividade (geralmente, por meio de estudos da Rela¢ao Estrutura-
Atividade - REA), toxicidade e eficacia in vivo [Keseru & Makara, 2006]. Uma das
vantagens do virtual screening é que podem ser estudados e testados, computacional-
mente, componentes ainda nao disponiveis fisicamente, além de possibilitar o uso de
grandes bibliotecas de compostos.

Durante todo o processo, esses ligantes candidatos podem ter suas composicoes e
estruturas reajustadas para otimizar tais propriedades, transformando-se em moléculas
lideres (do inglés leads). Como tais, estao, em tese, preparadas para os primeiros testes
"pré-clinicos", feitos em animais. Nessa fase, as propriedades citadas anteriormente
sao refinadas mais ainda, principalmente as caracteristicas farmacocinéticas (Absorcao,
Distribuigao, Metabolismo, Excrecao e Toxicidade (ADMET)), o que pode exigir novos

ciclos de otimizagoes na composigao e estrutura das moléculas lideres |Pitt et al., 2009].



Apos essas etapas, havera alguns poucos candidatos a farmacos preparados para
as fases clinicas em humanos. Na fase I, eles sao administrados a um grupo de humanos
sadios, para avaliagoes de toxicidade e seguranca. Na fase II, sao testados em poucos
humanos doentes, para aferir a eficicia do candidato a farmaco em condigoes patologi-
cas. Na fase III, amplia-se o nimero de humanos testados, bem como a coleta de dados
sobre sua efetividade e seguranca, para efeito de submissao as agéncias reguladoras.
Se aprovado, podera ser comercializado, e uma fase IV acompanhara os efeitos do seu

uso generalizado por amostragens [Pitt et al., 2009]. Esse processo é representado na

Figura 1.1.
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Figura 1.1. Fases no processo de drug discovery. Fonte: [Doganova, 2015, p.23|.

Uma parte importante em todo esse processo é a fase inicial, que envolve a triagem
dos ligantes e alvos. Se bem selecionados, minimizam as probabilidades de rejeigao
nas fases finais. O padrao da industria farmacéutica tem sido o High Throughput
Screening (HTS), no qual milhées de moléculas podem ser avaliadas em experimentos
de larga escala ([Mayr & Fuerst, 2008] ¢ [Bologa et al., 2019]). Mas, além da baixa taxa
de sucesso, seu custo por candidato selecionado é muito elevado [Mayr & Fuerst, 2008].
Nesse sentido, a pesquisa em bioinformatica estrutural e quimioinforméatica em uma
triagem "virtual" (in silico) tem recebido atencao crescente como uma metodologia, de
menor custo relativo, auxiliar a esse processo [Bielska et al., 2011].

E importante salientar que ferramentas in silico facilitam os estudos de um grande
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nimero de moléculas, uma vez que, com o uso de softwares adequados é possivel estimar
a interagao entre proteinas e possiveis ligantes, evitando a utilizagao de mais recursos
em pesquisa in vitro ou mesmo in vivo. Diante dessa realidade, grandes esforcos vém
sendo dedicados na elaboracao de uma ferramenta que auxilie na triagem virtual de
ligantes e que possa ser utilizada a partir de uma maquina com acesso a internet, sem
necessidade de instalagao de softwares especificos ou mesmo a configuracao a partir de
um conjunto de complexos parametros.

O EasyVS, que é descrito nesse documento, utiliza uma biblioteca de compostos
atualizada e prové um conjunto de ferramentas que auxiliam a pesquisa n silico para
diferentes tipos de usuéarios, incluindo os que pouco dominam softwares de docking ou

mesmo agrupamento molecular.

1.1 Organizaciao da Tese

Os demais Capitulos estao divididos da seguinte forma: o Capitulo 2 sao deta-
lhadas definigoes sobre Triagem Virtual de Ligantes/ Virtual Screening e abordagens
baseadas em ligantes, alvo e mista; o Capitulo 3 tras os objetivos gerais e especificos;
o Capitulo 4 apresenta uma explicacao das formas de utilizacao da ferramenta assim
como detalhes do desenvolvimento do EasyVS, como as tecnologias utilizadas, agru-
pamento molecular, docking e descricao das bibliotecas de moléculas utilizadas; ja o
Capitulo 5 contém a descrigao e resultados do estudo de caso da ferramenta utilizando
moléculas ativas e decoys gerados pelo DUD-E [Mysinger et al., 2012] para proteinas
classificadas como GPCRs; por fim, o Capitulo 6 apresenta as conclusoes assim como

trabalhos futuros.



Capitulo 2

Triagem Virtual de ligantes

Duas abordagens de triagem virtuais sao comumente empregadas: as baseadas
em alvos (Target-Based Virtual Screening - TBVS) e as baseadas em ligantes (Ligand-
Based Virtual Screening - LBVS) [Domingues & Lopes, 2012]. Na primeira, os algorit-
mos de sele¢ao de ligantes, dentre um conjunto de moléculas, dependem de informacoes
sobre os alvos para estimar as probabilidades de interagao; na segunda, nao hé essa
dependéncia. No LBVS, descritores envolvendo os préprios ligantes sao usados como
atributos discriminantes nos algoritmos de sele¢ao e classificagao, tendo como base de
conhecimento um conjunto de ligantes ativos e nao ativos para determinada funcionali-
dade. Se ha informacao estrutural e experimental sobre o alvo, técnicas TBVS tendem
a ser mais usadas, mas nao necessariamente com mais sucesso |[Domingues & Lopes,
2012]. Ademais, como ja dito, nem sempre o alvo é bem caracterizado ou conhecido.

Nesses casos, técnicas LBVS podem ser mais promissoras, ou mesmo ser a tinica opcao.

2.1 TBVS

Vale lembrar que a abordagem Target-Based Virtual Screening (TBVS) se ba-
seia no conhecimento da estrutura da proteina-alvo ou receptor para a execucao dos
processos para descoberta de ligantes.

TBVS ¢ interessante, especialmente, quando se tem acesso aos dados necessarios
para o estudo como o sitio de ligacao, também denominado binding site ou pocket,
para a construcao de um ligante no proprio sitio ativo ou a realizagao de um estudo do
pocket para estimar, computacionalmente, a afinidade com possiveis ligantes.

A abordagem que realiza a construcao do ligante no pocket pode ser executada a

partir de, por exemplo, complementaridade geométrica e fisico-quimica.

7
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Ja outra possibilidade, complementar ou nao a outras técnicas, de acordo com
Cortes-Cabrera et al. [2016], tem como principal técnica o atracamento ou ancoramento
molecular, também conhecido como docking. O docking fornecera novos parametros

para a afinidade dos possiveis ligantes com a molécula-alvo [Verli, 2014].

2.1.1 Docking

Dada uma estrutura tridimensional de uma proteina ou molécula-alvo e a consti-
tui¢do molecular de uma pequena molécula, qual é o modo de ligagao (binding mode)
da pequena molécula, isso é, sua posicao, orientacao e conformagao quando ligada a
proteina? Essa é a questao fundamental do "docking problem" [Sotriffer, 2016].

O conceito do docking baseia-se no modelo chave-fechadura, proposto por Emil
Fischer, em 1984 [Fischer, 1894], ou seja, duas moléculas se encaixam de forma com-
plementar. Porém, diferentemente de uma chave e uma fechadura reais, as moléculas
envolvidas podem nao ser rigidas, tornando esse problema complexo, ainda mais pelo
fato de as moléculas alvos e ligantes serem rodeadas por outras moléculas, como agua
e fons.

A Figura 2.1 mostra a molécula-alvo, representada através da estrutura de PDB
ID 1BR5, com as poses resultantes do docking da molécula NEO (Neopterina). Como
a pequena molécula é, geralmente, mais flexivel que a proteina-alvo (no caso do docking
exemplificado, a proteina-alvo é rigida), as diversas configura¢oes sugeridas, distingui-
veis por suas cores, rodeiam o pocket da molécula-alvo. Pode-se perceber na Figura 2.1
que a pequena molécula Neopterina, ligante cristalografico disponivel junto a estrutura
PDB 1BR5, através de um algoritmo voltado para estimar a probabilidade ou energia
de interagao entre moléculas, tenta ser alocada no sitio ativo da proteina, que, nesse
caso, é bicavitario.

Os elementos constituintes do docking sao: uma representagao estrutural das
moléculas (alvo e ligante) que irdo interagir; defini¢ao do pocket alvo; um algoritmo de
busca para gerar poses de ligacao significantes do ligante no pocket alvo definido; e um
método de pontuagao (score) para avaliar as configuragoes geradas e identificar as que
mais bem correspondam a realidade. Conforme Walters et al. [1998], esse (o método de
pontuagao) é um dos maiores problemas em todo o processo de Virtual Screening. Nesse
sentido, ¢ imprescindivel que o modo de ligagao seja experimentalmente verificavel.

Detalhando melhor esse processo, a preparagao para o docking comega, geral-
mente, com a obtengao da estrutura 3D do alvo e/ou ligante por técnicas como Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), cristalografia por difragdo de raios-X ou de néutrons, a
partir de repositorios como o RCSB PDB - Protein Data Bank [Berman et al., 2000]
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Figura 2.1. Pocket da cadeia A da Ricina (PDB ID 1BR5) com poses resultantes
de docking com o ligante Neopterina.

ou mesmo a partir da criagdo/modelagem da estrutura em si. Sabe-se, porém, que
é necessario atentar para a qualidade da estrutura alvo. No caso da cristalografia, é
interessante checar a resolugao e outros parametros que aferem a qualidade dos dados
gerados, verificar residuos ou atomos nao presentes no mapa de densidade eletronica,
baixa ocupéncia e conformagoes alternativas. Também facilita o processo de docking se
a area de busca do algoritmo for limitada a uma regiao especifica (preferencialmente,
no sitio ativo). Porém, pode-se realizar o docking de toda a superficie da proteina (de-
nominado blind docking), embora seja muito custoso computacionalmente e nio seja a
opgao ideal. Vale salientar que muitas estruturas PDBs apresentam moléculas de agua
na superficie que podem ou nao obstruir o pocket e, logo, ha a opcao de se remover
essas moléculas. Também, na cristalografia por difracao de raios-X, em geral nao é
possivel visualizar atomos de hidrogénio, podendo ser adicionados por programas es-
pecificos, que levam em conta também o pH e contexto quimico-estrutural do alvo a
ser protonado.

Com relacao ao ligante, é comumente feita a analise atdmica mais detalhada.
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Como, geralmente, os possiveis ligantes sao obtidos de uma base de dados somente com
a representagao atomica em duas dimensoes, é necessiria a conversao para o modelo
tridimensional, em suas diversas conformagoes possiveis ou mais provaveis.

Em relagao aos algoritmos, o problema de docking ¢, em esséncia, de otimizacao
[Walters et al., 1998]. Uma vez dadas as estruturas individuais, o objetivo é encontrar
uma combinacao de complexos alvo-ligantes que tenham a melhor pontuacao ou score.

Esse seria um simples problema de minimizacao se as fungoes de score fossem
ideais. Os métodos de avaliagao da energia livre de ligagao objetivam otimizar a posi-
¢ao, orientacao e conformagao do ligante baseados em uma funcao objetiva, que leva em
consideracao as interagoes fisico-quimicas e adequagoes geométricas entre as moléculas.

As principais interagoes intermoleculares envolvidas nos complexos alvo-ligante
sao, conforme Verli [2014]: ligagoes de hidrogénio, interagdes de van der Waals, idnicas,
empilhamentos arométicos, cation-Pi e coordenacao com ions metalicos. No caso do
programa utilizado para o docking nesta tese, o AutoDock Vina [Trott & Olson, 2010],
o score é gerado levando em consideracao campos de forca, que podem ser calculados a
partir de potenciais simplificados e aproximados de van der Waals e eletrostaticos, além
de outros termos, assumindo sistemas massa-mola em energias de ligagao, angulares,
desvios do plano etc.

Sabe-se, porém, que nenhum programa de docking consegue estimar a energia
de ligagao satisfatoriamente (ha uma aproximacdo desses valores), sendo necessaria,
dependendo do caso, a combinacao de multiplos programas para avaliar a predigao da
pose do ligante no processo de docking. Conforme Sotriffer [2016], Charifson et al, em
1999, e Clark et al, em 2002, elaboraram o conceito de "consensus scoring", que utiliza
uma combinacao de diversas funcoes de avaliacao da predicao de pose do ligante, ja
que a utilizagao de uma tnica funcao para score pode gerar diversos falsos positivos
(quando um ligante é bem avaliado, mas, na realidade, nao ¢ bom) e falsos negativos
(quando um bom ligante ¢ mal avaliado). Outra caracteristica que deve ser levada em
consideracao é que a utilizagao de uma tnica funcao de score nao é o ideal, ja que
essas funcoes, geralmente, sao elaboradas, testadas e parametrizadas a partir de um
conjunto limitado de estruturas complexo-ligante.

Sendo assim, a utilizacao de mais de uma funcao de avaliagao ou uma combinacao
de softwares para anélise das conformacoes sugeridas pelo docking trarda mais dados
que possibilitam ao usuéario melhor comparacao entre as moléculas envolvidas e suas
poses obtidas.

Warren et al (2006 apud Sotriffer [2016]) avaliaram 10 programas de docking, 37
fungoes de score para uma série de 8 proteinas de 7 tipos de moléculas-alvo para a

predi¢ao do modo de ligacao. Foram usadas, no total, 136 estruturas cristalograficas.
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Concluiu-se que todos os programas de docking sao capazes de gerar conformacoes
de ligante similares & conformagao cristalografica do complexo proteina/ligante em ao
menos uma das moléculas-alvo. Entretanto, as fun¢oes de pontuagao foram menos bem
sucedidas para distinguir a conformacao cristalografica do ligante do conjunto de poses
de docking gerados (WARREN et al, 2006, apud [Sotriffer, 2016, p. 170]).

Percebe-se que os algoritmos de docking sao capazes de explorar o espaco confor-
macional suficientemente bem para gerar poses do ligante corretamente. Entretanto,
salienta-se, novamente, que as fungoes de pontuacao/score necessitam de aprimora-
mento [Sotriffer, 2016] (ou mesmo nao devem ser utilizadas isoladamente).

Uma questao que vale ser destacada é que o docking, idealmente, deve ser utilizado
apo6s uma prévia selecao das moléculas a serem envolvidas, uma vez que o docking em
si ¢ um procedimento que geralmente mais demorado que o procedimento de selecao ou
filtro das moléculas envolvidas. Para tanto, se for utilizado em uma abordagem em que
os ligantes da molécula-alvo ja sejam conhecidos, podem ser utilizadas técnicas para
selecao de moléculas com: caracteristicas semelhantes a eles; ou caracteristicas diferen-
tes as moléculas conhecidas, quando se pretende descobrir moléculas novas. Sabe-se
que moléculas similares podem ter efeitos bioquimicos similares (MAGGIORA; SHAN-
MUGASUNDARAM, 2011, apud |Cortes-Cabrera et al., 2016]).

Entao, se o objetivo do pesquisador for buscar moléculas comparando com os

ligantes ja conhecidos, a técnica TBVS deve incorporar processos inerentes as metodo-
logias LBVS.

2.2 LBVS

O Ligand-Based Virtual Screening (LBVS) tem como principal abordagem a
busca de novas moléculas candidatas a ligantes a partir de ligantes ja conhecidos.
A busca por novos ligantes pode ter como foco similaridades estruturais e nas ativi-
dades moleculares. Geralmente, conforme Cortes-Cabrera et al. [2016], o conjunto de
moléculas é dividido em dois grupos, sendo que o primeiro contém moléculas com alta
similaridade de atividade molecular, porém, baixa similaridade estrutural; e o segundo
grupo, com baixa similaridade de atividade molecular e alta similaridade estrutural.
Ambas as possibilidades, se utilizados critérios bem restritos quanto ao experimento,
diminuem o espaco quimico de busca, uma vez que somente moléculas semelhantes
serao estudadas (mais detalhes na se¢ao 2.2.1).

Para tanto, as duas etapas principais para a modelagem de um farmacoforo pela

abordagem LBVS sao a exploragao do espago conformacional dos ligantes e a determi-
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nacgao das caracteristicas quimicas que sao comuns aos ligantes conhecidos e que sao
responsaveis pela ligagdo com a molécula-alvo (binding). Para identificar quais s@o essas
caracteristicas, geralmente, os ligantes sao alinhados e comparados por tamanho, forma

(shape methods), distribuigao de carga e estados conformacionais [Cortes-Cabrera et al.,
2016].

2.2.1 Viés do analogo

Quando objetiva-se buscar moléculas com semelhante nivel de atividade biologica
dos ligantes conhecidos, encontrar moléculas que nao sigam o "viés do anélogo", ou
analogue bias |Good & Oprea, 2008] é um desafio. O "viés do analogo"é caracterizado
por uma busca de moléculas muito semelhantes entre si, restringindo a descoberta
de plataformas de ligantes quimicamente diferentes, mas eficientes, consequentemente,
reduzindo o espago quimico de anéalise e as possibilidades de inovacao.

Ja o "viés do enriquecimento artificial"[Verdonk et al., 2004 consiste em com-
parar um conjunto de moléculas ativas com outros muito dissimilares, podendo gerar
diferengas enviesadas nos scores. Por exemplo, se um pesquisador descobre ou ja co-
nhece determinada molécula, de grande peso molecular, com boa energia de ligacao
com o alvo pesquisado, a comparagao com outras moléculas de pesos moleculares muito
mais baixos poderé dar a ilusao de que ele foi um excelente candidato, com score bem
destacado dos demais, quando na verdade o que de fato ocorreu é que foram feitas
comparacoes injustas.

Também nao é interessante que o conjunto de moléculas seja enriquecido artifi-
cialmente pois a avaliagao de um algoritmo de pontuacao ou mesmo de mineragao de
dados podera tendenciar a indicacao de moléculas semelhantes as ativas, o que pode
nao ser desejado.

H4, entao, de se buscar um equilibrio entre esses dois vieses, constituindo um
espaco de busca que nao se limite a apenas analogos de um dado ligante de referéncia,
nem se pulverize entre candidatos a ligantes muito diferentes entre si.

Para que a base de dados de moléculas nao seja enviesada ¢ importante que as
estruturas, pertencentes a esse conjunto, sejam obtidas de diversas fontes e que nao
haja uma selecao ou filtro prévios, de forma que o espago quimico seja o mais completo
e diversificado possivel. Porém, sabe-se que se ter um espago quimico completo, de
acordo com Kirkpatrick & Ellis [2004], é praticamente impossivel, ja que o total de
pequenas moléculas organicas que populam o ’espaco quimico’ tem sido estimado entre
10% |Kirkpatrick & Ellis, 2004, p. 823] e 10'%° [Walters et al., 1998], ntimeros muito

maiores do que a quantidade de moléculas que ja foram feitas e ainda serao. A titulo
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de comparagao, de acordo com Walters et al. [1998], o espago quimico de moléculas que
podem ser sintetizadas ¢ de apenas 10° e a idade do universo, estimado em segundos,
¢ na ordem de 10'7[Ade et al., 2016].

Sendo assim, o ideal é a utilizacao de um conjunto de moléculas nao enviesado
para que, de posse de informagoes sobre a molécula-alvo e/ou de ligantes conhecidos, a
partir de ferramentas, seja possivel identificar novas moléculas a serem estudadas como
provaveis ligantes. Sabe-se, no entanto, que algumas caracteristicas fisico-quimicas
precisam ser obtidas de todo o conjunto, para que sejam utilizadas como parametro
de comparacao. Essas propriedades podem ser obtidas juntamente com o arquivo
da molécula (quando obtida a partir de uma biblioteca de moléculas) ou podem ser
calculadas com o auxilio de um software como o RDKit [Landrum, 2006|, detalhado
na secao 4.3.1.1. A comparacao das moléculas entre si também pode ser feita a partir

do fingerprint de cada uma delas, como descrito com detalhes na secao 4.4.1.

2.3 Abordagem mista

De acordo com Villoutreix et al. [2016], as diversas técnicas in silico para desco-
berta de novos farmacos podem ser combinadas e utilizadas em conjunto. O LBVS pode
ser utilizado juntamente com o TBVS, quando se tem conhecimento da molécula-alvo
e de alguns ligantes dessa molécula.

Pode ser feita a classificacao de moléculas em uma base de dados de acordo com
o calculo da probabilidade da molécula ter, conforme verificagao do pesquisador, boa
energia de ligagao a molécula-alvo. Nesse caso, utiliza-se de um conjunto de moléculas
ativas (ligantes) e outro conjunto de moléculas inativas para treinar um algoritmo
classificador que avalia, por meio de diversos métodos de aprendizado de maquina,
se uma molécula, dentro de um conjunto desconhecido, seria ativa ou inativa. Cortes-
Cabrera et al. [2016] diz que esse ¢ um método ainda pouco utilizado e nao necessita de
informagoes sobre a molécula-alvo; porém, se forem utilizadas técnicas da abordagem
TBVS, a precisao dos resultados pode melhorar consideravelmente.

Sendo assim, apresentamos o EasyVS, uma ferramenta web, user-friendly que
pretende simplificar o processo de Virtual Screening através da selecao de uma proteina-
alvo e de um conjunto de pequenas moléculas, além da parametrizagao do e execugao
docking, mostrando os resultados de forma visual para facilitar as analises dos usuarios.

O EasyVS, por permitir ao usuario montar o seu préprio espaco quimico, realizar
agrupamento de moléculas a partir de propriedades fisico-quimicas (métodos LBVS)

e possibilitar o docking de qualquer molécula de sua biblioteca ou de moléculas en-
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viadas pelo usuario (método TBVS), pode ser classificada como uma ferramenta que
utiliza uma abordagem mista TBVS e LBVS. Na secao 4.5.6 é descrita a biblioteca
de compostos do EasyVS de forma que a ferramenta tenha um conjunto amplo de

moléculas.



Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Construir um sistema, acessivel pela internet e com interface amigavel, que integre
um conjunto de ferramentas num fluxo de processos para triagem virtual de ligantes a

partir de metodologias baseadas em estrutura dos alvos e ligantes.

3.2 Objetivos Especificos

e Coletar dados de moléculas a partir de diferentes bibliotecas de pequenas molé-

culas;
e Projetar o armazenamento de dados e resultados do docking;

e Implementar agrupamento molecular por similaridade, de modo a explorar melhor

o espago-quimico de ligantes;

e Desenvolver um front end web como interface para facilitar o acesso dos usuérios

as ferramentas desenvolvidas;

e Realizar estudo de caso para validacao da ferramenta, com a escolha de uma

familia de proteinas-alvo para a triagem virtual.
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Capitulo 4

EasyVS

Diante da grande quantidade de dados, tanto de proteinas-alvo quanto de peque-
nas moléculas candidatas a farmaco/hits, foi proposto a criagdo de uma base de dados
para armazenamento desses elementos, juntamente com um conjunto de ferramentas
para triagem virtual combinadas em uma interface para interacao a partir da internet.

A ideia central do EasyVS! é possibilitar ao usuério a utilizacao de uma ferra-
menta capaz de realizar Virtual Screening de um conjunto de moléculas sem a neces-
sidade de instalacao de nenhum programa na maquina do usuario além de um browser
moderno. A ferramenta respeita as caracteristicas que o usuario estabelecer, a partir de
um, prévio e opcional, agrupamento dessas moléculas (o que torna viavel a utilizagao
do sistema com um vasto ntumero de hits).

Antes do detalhamento do sistema em si, aqui serdo expostos as ferramentas com
funcionalidades semelhantes ao EasyVS, juntamente com suas caracteristicas positivas
e negativas. Ao final da comparacao, antes da explanagao dos passos do EasyVS, os
principais atributos de cada uma das ferramentas, incluindo o EasyVS, serao sumari-

zados.

4.1 Ferramentas semelhantes

Procurou-se, durante todo o processo de desenvolvimento, o enriquecimento do
trabalho como um todo a partir da comparagao do EasyVS com as ferramentas dispo-
niveis e com objetivos semelhantes, sendo elas gratuitas ou nao. A Tabela 4.1 fornece
um comparativo entre as ferramentas analisadas e a ferramenta proposta, o EasyVS,
ordenados por data de publicagao, ou de criacao da ferramenta, mais antiga para mais

recente.

! Acessivel a partir do endereco: https://easyvs.unifei.edu.br
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Alguns dos pontos que foram analisados dizem respeito a possibilidade de envio
ou nao de arquivos (tanto para proteina-alvo quanto para pequenas moléculas/ hits),
se existem bibliotecas de compostos disponiveis e, dessas, podem ser aplicados filtros
para selecao de um conjunto de moléculas a partir de propriedades fisico-quimicas,
entre outras caracteristicas.

Uma das principais caracteristicas verificadas, por essas serem ferramentas aces-
siveis pela internet, diz respeito ao design do sistema com foco na responsividade: se o
sistema reage as necessidades dos usuarios e seus dispositivos, alterando a disposicao
e/ou apresentacao do contetido em diferentes formas e tamanhos de telas. Esse termo
(design responsivo) foi primeiramente definido por Marcotte [2010].

Ressalta-se aqui que as ferramentas analisadas estabeleciam limitacoes de recursos
ou de funcionalidades para seus utilizadores, podendo ser devido & grande utilizacao e
objetivando prover o acesso a uma maior quantidade de pesquisadores. Até o presente
momento, o EasyVS nao limita os recursos a seus utilizadores, porém, sabe-se que pode
ser necessario estabelecer limites para a quantidade de moléculas a ser trabalhada a

cada requisicao do usuario.

4.1.1 DockingServer

O DockingServer? [Bikadi & Hazai, 2009] ¢ uma ferramenta que permite o docking
entre proteinas e pequenas moléculas.

Com a possibilidade de mais recursos a usuarios que pagam pela plataforma, a
ferramenta estabelece diversas limitagoes para usuarios visitantes e que realizaram o
registro gratuito na plataforma. Dentre as limitagoes, estao a quantidade de docking
diario, espaco para armazenamento do resultado e nimero de processadores dedicados,
dentre outros.

O AutoDock 4 [Morris et al., 2009] é utilizado como ferramenta para o docking e a
selecao de pequenas moléculas para docking pode ser feita somente pela busca manual
(pelo nome) entre as moléculas disponiveis ou pelo upload de arquivos.

Aqui vale salientar que no processo de testes da referida ferramenta foram feitos
envios de um arquivo para target e outro como ligante. Durante o processo de utili-
zacao da ferramenta, o ligante enviado nao foi possivel de ser encontrado, porém, a
interface do sistema apresenta muitas moléculas disponiveis em uma lista, mostrando
que o conjunto de moléculas enviadas por usuarios nao registrados sao compartilhadas
com os demais também nao registrados. Sendo assim o teste nao pode ocorrer como

programado.

?Disponivel no endereco https://www.dockingserver.com/web/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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4.1.2 SwissDock

SwissDock [Grosdidier et al., 2011] é um servigo web que prediz interagdes mole-
culares que podem ocorrer entre uma proteina alvo e uma pequena molécula, podendo
ser automaticamente preparadas para o docking. SwissDock® utiliza o EADock DSS
engine e, apos testes, foi possivel identificar algumas limitagoes.

O SwissDock possui apenas 264 alvos (no artigo e no site ndo ha descrigao dos
critérios utilizados para a selegao desses alvos) e além disso, nao foi possivel encontrar
nenhuma GPCR (utilizada no estudo de caso desse documento). Foram pesquisados
os termos: GPCR, G protein-coupled receptor e protein-coupled receptor, sem nenhum
resultado.

E necessario que seja digitado o codigo da molécula a ser feito o docking pelo nome
do ZINC, pela categoria de molécula ou upload de arquivo (até 5MB). Em relacao aos
filtros, s6 é possivel fazé-lo pelo nome ou categoria da molécula.

O sistema também nao detecta os pockets automaticamente, nao mostra as molé-
culas (targets ou ligantes), nao exige e-mail para recuperagao dos resultados e a pagina

web nao é responsiva.

4.1.3 idock

O idock? [Li et al., 2012] é bem semelhante ao EasyVS, porém, faz docking de
todas as moléculas que pertencem ao filtro selecionado (sem realizar agrupamento ou
remoc¢ao de moléculas similares) e os jobs submetidos gastam, ao menos, 15 dias para
terem resultado.

O idock utiliza um software proprio para docking, que, segundo os autores |[Li
et al., 2012], é de 8,69 a 37,51 vezes mais rapido que o Autodock Vina. Além disso,
utiliza o RF-Score [Ballester & Mitchell, 2010] e o ZINC nas versoes 2012-04-26, 2013-
01-10 e 2013-12-18 com 23.129.083 de hits. O idock gasta, conforme publicacao, cerca
de 1 segundo por ligante, para realizar o docking.

A péagina web do idock é responsiva, porém a visualizacao da proteina nao estéa
responsiva, além disso permite o download de somente 1.000 moléculas por job. Em
relagao aos pockets, ele detecta apenas um pocket automaticamente e nao mostra mais
opgoes. A execucao dos jobs nao leva em consideragao filas de prioridades, ou seja,
as selegoes muito grandes podem atrasar jobs pequenos que poderiam ser rapidamente

processados. Por fim, notou-se também uma falta de privacidade, uma vez que nao hé

3Disponivel no endereco http://www.swissdock.ch/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
4Disponivel no endereco http://istar.cse.cuhk.edu.hk/idock/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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separacao por sessao ou usuario, todos podem ver tudo que esta sendo processado e

acessar os resultados.

4.1.4 DockThor

DockThor® [de Magalhaes et al., 2014] também é uma ferramenta para docking
entre proteina e ligante, desenvolvida no Brasil. O sistema faz docking com algoritmo
desenvolvido pelo proprio grupo e utiliza o JSMol para visualizagao dos resultados.

Algumas das limitagoes estao em eles nao detectarem pockets, nao possuirem
uma base de dados de proteinas e hits e exigirem registro (sendo necessério o envio e
aprovagao de um projeto) para dockings com mais de 1.000 moléculas.

Objetivando a melhor visualizacao dos principais pontos levados em consideracao

nessa comparacao, alguns desses estao sumarizados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Resumo da comparagao do EasyVS com ferramentas semelhantes

Nome Fonte Visualizagao Limitacoes
targets; hits de moléculas
DockingServer | Upload e RCSB JSMol 2 docking diarios; Registro no
PDB; sistema para utilizacao
PubChem
SwissDock RCSB PDB; JSMol 264 proteinas disponiveis; Nao
Zinc detecta pockets
idock Upload; Zinc GLmol Sem filas de prioridade; Download
de 1000 moléculas por job; Detecta
1 pocket
DockThor Upload; Upload JSMol Nao detecta pockets; Aprovacao de
projeto para mais de 1000
moléculas
EasyVS Upload e RCSB NGLView Envio de pequenas moléculas
PDB; Upload, somente no formato SDF; Nao é
diversas possivel agrupar moléculas além
bibliotecas® dos grupos pré-processados

4.2 Fluxo de utilizacao do EasyVS

O fluxo principal de utilizacao da ferramenta é apresentado nessa secao. Aqui

sao listadas, com detalhes, as funcionalidades presentes nos quatro passos em que o

®Disponivel no endereco https://www.dockthor.lncc.br. Acesso em: 8 de jul. 2018.
SChEMBL, Chembridge, DrugBank, HMDB, Maybridge, Super Natural II e Zinc
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usuario, a partir de uma interface grafica simples, poderé chegar a alguns resultados
de Virtual Screening.

Para facilitar o entendimento do funcionamento do EasyVS, foi elaborada a Fi-
gura 4.1, onde sao destacadas as paginas correspondentes aos quatro principais passos

que compoem o fluxo de utilizacao do sistema e seus processos internos.

Identificar pockets
pelo Ghecom

A

Pardmetros
do docking

Processar arguivo
enviado

Y

Upload|de PDB Parimetros Pardmetros
personalizados automaticos
PDB ja pertencente
ao EasyVSs
Escolha por PDB ID

scolha das
moléculas

Filtrar moléculas

step3.html escolhidas

Processar moléculas
enviadas

Fim <€ step4.html
Nio

Agrupamento?

Agrupar
moléculas

Expandir selecao Visualizagao de
de moléculas resultados

Figura 4.1. EasyVS - Diagrama geral: Em destaque estao as paginas principais
do sistema e sao mostradas as decisdes que podem ser tomadas pelo usuério no
seu fluxo de utilizagao.

4.2.1 Passo 1 - Escolha do alvo/proteina

O primeiro passo do usuério no sistema é a defini¢do de uma proteina-alvo (ou
target) para realizar o estudo. Nesse momento, o usuério podera escolher dentre as
proteinas depositadas no RCSB PDBY, identificadas pelo PDB ID (accession code com-
posto de quatro caracteres), como apresentado na Figura 4.2 (A) ou enviar o seu proprio
arquivo, no formato PDB, para o EasyVS, como pode ser visualizado na Figura 4.2 (B).
No caso de upload, o usuério podera ser notificado por e-mail quando o processamento

for concluido e recebera o link para acesso direto aos dados. Salienta-se que arquivos

"Acessivel em https://www.rcsb.org/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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enviados por usuarios nao estarao disponiveis por outra forma além do link enviado ao

usuario.

ﬁ BROWSE BY PROTEIN ABOUT HELP CONTACT

EASY

Abstract

EasyVS is a web-based platform built to simplify molecule library selection and virtual screening. With an intuitive
interface, the tool allows users 10 go from selecting a protein target with a know structure and tailoring a
purchasable molecule library to performing and visualising docking in a few clicks. Our system aiso allows users
1o filter screening libraries based on molecule properties, cluster molecules by similarity and personalise docking FAST-
parameters.

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Choose Protein Target Customize the docking Filter molecules View results

Search for a RCSB PDB target u

Virtual Screening in just a few clicks

Choose by PDB ID

Upload a PDB file E
File input

Escolher arquive Nenhum arquivo selecionado
Choose a PDB file

Email address
name@example.com

(Optional) Enter your email address to be notified upon job completion

Submit

Iy
Instituto 8 ’
René Rachou >
FIOCRUZ MINAS

MELBOURNE

Figura 4.2. EasyVS - Pagina inicial: Sele¢do da proteina-alvo para estudo, a
partir do PDB ID (A), considerando as proteinas existentes no EasyVS, enviando
arquivo PDB (B), preenchendo um e-mail para receber um link para acesso ao
arquivo enviado e processado no EasyVS. Fonte: https://easyvs.unifei.edu.
br/index. Acesso em: 8 de jul. 2018.

Quando a opcao de escolha pelo PDB ID é selecionada, o sistema busca dire-
tamente do site do RCSB PDB pelos arquivos necessarios, realiza o processamento e
encaminha o usuério para o segundo passo. No caso do usuério digitar uma entrada
invalida sera emitido um aviso e o processamento nao ocorrera.

Caso o usudrio queira fazer envio do arquivo PDB (upload) e, se esse arquivo
possuir mais de um model (que pode ser definido como um conjunto de coordenadas
em um arquivo PDB) e/ou com a presenga de heteroatomos, somente o primeiro model
sera considerado, e os heteroatomos também serao desconsiderados no processo do
docking.

Na atual versao do EasyVS, todos os heteroatomos sao removidos durante a

preparagao da proteina-alvo para o docking. Na secao 6.1.6 é descrito que, em versoes


https://easyvs.unifei.edu.br/index
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futuras, pretende-se possibilitar ao usuario a escolha das moléculas a serem removidas

e mantidas.

4.2.2 Passo 2 - Configurar parametros para docking

Uma vez que a proteina-alvo for definida, no segundo passo é solicitado que o usua-
rio, a partir de uma visualizacao tridimensional da proteina-alvo, forneca os parametros
desejados para o docking molecular, seja através dos dados sugeridos automaticamente
pela plataforma ou personalizando-os.

Inicialmente, o usuario vera a proteina a esquerda, na Figura 4.3 (A), escolhendo
a visualizacao a partir de cartoon e/ou surface, podendo ou nao mostrar os ligantes
cristalograficos (presentes no arquivo PDB selecionado no Step 1) e a caixa/bozx, onde

o docking seré realizado.

ﬁ BROWSE BY PROTEIN ABOUT HELP CONTACT
Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Choose Protein Target Customize the docking Filter molecules View results

u PDB ID: 1E06 =
B

Biological Assembly: 1

Cartoon colored by b-factor
Surface
Crystallographic Ligands™

Title: CRYSTAL STRUCTURE OF GATE-16

Resolution: 0.000 A

Basic Docking Configuration

The Ghecom found 10 pockets in this Protein.

Select one of the pockets identified: (2]

Pocket 1 - Volume 506 A®

Advanced Docking Parameters m

w )
Instituto &9
René Rachou -
FIOCRUZ MINAS

MELBOURNE

Figura 4.3. EasyVS - Configuragoes do docking: A partir da visualizagdo da
proteina-alvo (A) e confirmagao de dados do alvo (B), o usuario escolhe a posigao
do bozx (C) a partir das sugestoes da ferramenta ou opta pela personalizagao a
partir de pardmetros avancados incluindo posi¢ao detalhada do bozx, tamanho,
exhaustiveness, energy range e ntumero de poses (D). Fonte: https://easyvs.
unifei.edu.br/step2/141572. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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Como configuragao disponivel, caso o usuario nao queira personalizar muitos de-
talhes do docking (apresentado na interface como Basic Docking Configuration), esté
o posicionamento do centro do boz, conforme identificado pelo Ghecom [Kawabata,
2010], com a area do pocket mostrada em angstréms® cibicos (A%). O Ghecom [Kawa-
bata, 2010| é um software utilizado para identificar cavidades/pockets na estrutura, e,
internamente ao EasyVS, as coordenadas que compoem essas cavidades sao utilizadas
para célculo dos centros geométricos individuais como sugestoes, ao usuario, para o
centro do bowx.

Vale salientar que as coordenadas retornadas pelo Ghecom nao se referem a ca-
vidades que tenham ligantes proximos ou internos. Cabe ao usuério, com o auxilio
da imagem tridimensional da estrutura, apresentada nessa mesma pagina, escolher as
coordenadas dentre as sugeridas (ordenadas conforme o volume identificado, em ordem
decrescente) ou inserir manualmente.

No caso do usuério desejar personalizar as configuragdes do docking (denominado
Advanced Docking Parameters), é possivel alterar os parametros a serem inseridos no
AutoDock Vina [Trott & Olson, 2010], que sao o tamanho da caixa, em angstroms (a
mesma dimensao nos eixos X, Y e Z), ezhaustiveness, nimero méaximo de poses geradas,
energy range, além do posicionamento detalhado do box. O valor da exhautiveness,
conforme o manual online do AutoDock Vina?, ¢ um valor que altera a quantidade
de tempo que o algoritmo utilizard para achar o ponto de menor energia. Ainda
conforme o manual, geralmente, nao é necessario aumentar muito esse valor. Porém,
caso o usuario queira alterar a exhautiveness, ao aumentar seu valor, o tempo de busca
aumenta linearmente e diminui exponencialmente a probabilidade de nao encontrar o
minimo. O proprio EasyVS ja sugere o valor 8 como padrao (mesmo valor sugerido
pelo manual do AutoDock Vina).

Os dois tltimos parametros personalizados que podem ser informados sao cor-
relatos, uma vez que o nimero méaximo de poses que serao geradas devera obedecer
a diferenca de energia estimada pelo parametro energy range. Em termos simples, a
primeira e a ultima pose geradas deverao ter diferenca de energia estimada pelo energy
range, valor calculado pelo AutoDock Vina (energia essa estimada em kcal/mol). Para
exemplificar, se um usuério escolher um energy range de valor 3 kcal/mol e um méaximo
de 20 poses, entao tera como resultado até 20 poses, desde que a diferenca de energia
entre "melhor"e a "pior"pose seja estimada em 3 kcal /mol.

Para o usuario que opte por utilizar os parametros sugeridos pelo sistema, o valor

81 angstrém equivale a 1071% metro
Disponivel em http://vina.scripps.edu/manual.html#exhaustiveness. Acesso em: 8 de jul.
2018.
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de ezhaustiveness serd 8, nimero maximo de poses geradas serd 20 e energy range sera

3 (valores sugeridos no manual do AutoDock Vina).

4.2.3 Passo 3 - Filtro para pequenas moléculas

Com a proteina-alvo escolhida e parametros para docking configurados, o usuério
deveréa definir o conjunto de pequenas moléculas que deseja realizar o estudo, como
apresentado na Figura 4.4. O usuério pode optar dentre as bibliotecas de moléculas
disponiveis (Figura 4.4 (A)) ou enviar o seu proprio conjunto de moléculas. No caso
da utilizagao das bibliotecas internas ao EasyVS, sao disponibilizados filtros para esses
compostos a partir de niimero de atomos, peso molecular, quantidade de doadores e
aceptores de hidrogénio, ntimero de anéis, ligacoes rotaciondveis e valor de LogP1!?,
como apresentado na Figura 4.4 (C).

Para facilitar a interacao do usuéario com o sistema, ja é disponibilizado na inter-
face um conjunto de botoes para a sele¢cao das moléculas que obedecem Lipinski RO5
e RO3, como destacado na Figura 4.4 (C).

Lipinski et al. [2001] citam que, apo6s estudos experimentais e computacionais,
foi estabelecido um conjunto de critérios voltados para otimizar propriedades farma-
cologicas relativas a absor¢ao, distribui¢ao, metabolismo e excre¢cao (ADME). O Rule
Of Five (RO5) original de Lipinski et al. [2001] cita que a molécula deve seguir as

seguintes caracteristicas:

e nao ter mais que cinco doadores de hidrogénio;
e ter até dez aceptores de hidrogénio;
e massa molar menor que 500 daltons (Da);

e LogP menor ou igual a cinco.

Ja a adaptagao dessa regra, tornando-a mais restritiva, é o Rule Of Three (RO3),
que objetiva selecionar as moléculas caracterizadas como lead-like. A RO3 consiste em
selecionar moléculas com até trés doadores de hidrogénio, trés aceptores de hidrogénio,
trés ligagoes rotacionaveis, LogP até trés e massa molar menor que 300 daltons.

Um grande conjunto de moléculas é disponibilizado ao usuério, sendo obtidas de
diversas fontes como ChEMBL [Gaulton et al., 2017], Chembridge Core e Chembridge
Express [Desai et al., 2004], Drugbank [Wishart et al., 2006], HMDB [Wishart et al.,

0T,0gP (ou coeficiente de particdo) representa a relacdo das concentragoes da substancia em um
solvente orgénico e em agua. O LogP serd maior quanto menor for a polaridade da substancia.
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Figura 4.4. EasyVS - Filtro de pequenas moléculas: Pagina que apresenta as
bibliotecas de pequenas moléculas (A) possibilita a definicdo manual de filtros a
partir de propriedades fisico-quimicas (B) ou utilizando filtros pré-determinados,
baseados em Lipinski et al. [2001] (C), além de permitir a utilizagdo de agrupa-
mento molecular, quando selecionado valor de similaridade diferente de zero (D)
e poder visualizar a quantidade de moléculas filtradas e uma estimativa de tempo
para o término no processamento do docking para o conjunto selecionado de mo-
léculas (E). Fonte: https://easyvs.unifei.edu.br/step3/141572&3.340&19.
500&-58.510&20&8. Acesso em: 8 de jul. 2018.

2018b|, Maybridge |Fisher Scientific, 2018|), Super Natural II [Banerjee et al., 2015] e
Zinc 15 purchasable in stock [Sterling & Irwin, 2015], somando mais que 16 milhoes de
moléculas.

O EasyVS possibilita também que o usuario envie seu proprio conjunto de molécu-
las em um arquivo, no formato SDF. Esse arquivo podera ser utilizado como alternativa
as moléculas ja disponiveis no EasyVS e nenhum filtro seré aplicado nos hits do ar-
quivo enviado (todas as moléculas presentes no arquivo SDF serdo consideradas para
o estudo realizado no Step 4, ou seja, nao sera feito agrupamento das mesmas).

O proximo passo, ainda nessa pagina, consiste no agrupamento, opcional, das
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moléculas selecionadas (Figura 4.4 (D)). O agrupamento ocorre conforme algoritmo
de Butina [1999], detalhado na segdo 4.4.2. Caso o usuario escolha valor zero para
similaridade, nao sera feito agrupamento e, no préoximo passo, sera feito o docking de
todas as moléculas que corresponderem aos filtros selecionados. Qualquer outro valor
escolhido sera utilizado como valor limiar para o agrupamento (também chamado de
cutoff).

Ha a sugestao, pelo sistema, que o usuario opte por realizar o agrupamento, uma
vez que o EasyVS apresenta uma estimativa de tempo (Figura 4.4 (E)) para o término
do docking considerando o conjunto de moléculas selecionadas e seu agrupamento ou
nao. Como, no caso do agrupamento molecular, ha a escolha de representantes de cada
grupo, o tempo de processamento serd menor que o docking de todas as moléculas
filtradas.

4.2.4 Passo 4 - Visualizacao de resultados

Essa é a ultima etapa do fluxo principal do EasyVS. Conforme sele¢oes das etapas
anteriores, o sistema iré iniciar o preparo do grupo de moléculas a ser estudado, havendo
ou nao agrupamento molecular, e, logo ap0s, iniciar o docking molecular. A Figura 4.5
mostra a pagina com a visualizacao dos resultados obtidos.

Nessa pagina ha uma tabela, em destaque na Figura 4.5 (A), com todos os re-
sultados de docking até o momento que o usuario carregou a pagina. Nessa tabela sao
apresentados, em cada linha, uma molécula que pertenca aos filtros do passo 3, junta-
mente com propriedades fisico-quimicas e valores de afinidade em kcal/mol (estimado
pelo AutoDock Vina, Trott & Olson [2010]) e nMolar (estimado pelo NNScore 2.01,
Durrant & McCammon [2011]) da mesma e um botao que, quando clicado, mostra as
poses preditas pelo docking com detalhes na Figura 4.5 (C), (D) e (E). Salienta-se que
a quantidade de moléculas da tabela dependera da opg¢ao ou nao pelo agrupamento
molecular, ja que o EasyVS faz o docking de 1 molécula por grupo, no caso de escolha
de um valor de cutoff /limiar diferente de zero (como ja exposto) ou o docking sera
executado para todas as moléculas filtradas (com cutoff sendo zero). Quanto mais
proximo de 1 o valor do cutoff, maior a quantidade de grupos, pois somente moléculas
mais semelhantes estarao no mesmo grupo. Os detalhes do algoritmo de agrupamento
estao presentes na secao 4.4 deste documento.

Toda a tabela referida anteriormente podera ser baixada como um arquivo CSV
(sem a representagao molecular) a partir de um link destacado na Figura 4.5 (B).

Na segunda parte dessa pagina, onde é possivel visualizar as poses do docking

com detalhes, o usuario poderd ver os nomes identificadores do alvo e da molécula,
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Figura 4.5. EasyVS - Visualiza¢do de resultados: A péagina apresenta todos

os resultados do docking até o momento
dos os dados da tabela em um arquivo

(A), disponibiliza o download de to-
CSV (B), além de mostrar, quando

selecionada uma molécula especifica, detalhes do alvo e da molécula, junta-
mente com links para acesso individual (C), representagdo tridimensional (D)
das poses selecionadas (E) e os parametros utilizados para o docking (F). Fonte:
https://easyvs.unifei.edu.br/stepd/141572&1. Acesso em: 8 de jul. 2018.

juntamente com um link para acesso as paginas com detalhes de cada um, juntamente

com o valor de afinidade, predito em nMolar pelo NNScore 2.01 [Durrant & McCam-

mon, 2011], na Figura 4.5 (C). Logo abaixo ¢ disponibilizado ao usuario o download dos

arquivos PDB da proteina-alvo e SDF de todas as poses preditas pelo sistema através

do AutoDock Vina [Trott & Olson, 2010].

Para cada molécula, o EasyVS apresenta as poses preditas pelo algoritmo de
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docking, utilizando as configuragoes descritas nos passos anteriores. Além de ver, como
representado na Figura 4.5 (D), a pose tridimensional da molécula junto ao alvo, o
usuario podera alternar entre a visualizacao das poses ou mesmo baixar os arquivos
SDF individuais de cada uma dessas, como destacado na Figura 4.5 (E).

No fim da pagina é mostrado ao usuério quais os parametros que foram utilizados
para a realizacao do docking (Figura 4.5 (F)), juntamente com um botao para voltar ao
passo anterior (botao padrao em todas as telas do sistema). Vale salientar que diversos
desses elementos aqui apresentados podem ser ocultados pelo usuario para que tenha
uma interface personalizada, visualizando somente o que lhe for essencial.

Uma vez que o usuario conseguiréd visualizar todos os resultados de docking da
ferramenta, é natural que ele encontre um conjunto de moléculas que sejam mais bem
caracterizadas como possiveis ligantes da proteina-alvo e ele mesmo reinicie o processo
de estudo com o EasyVS alterando parametros como posi¢ao da caixa do docking ou
um filtro mais detalhado das moléculas compondo um conjunto de moléculas voltado
ao seu objetivo especifico.

Para facilitar o processo de interacao do usuario com o EasyVS, é possibilitado
ao usuario a selecao uma molécula, dentre os resultados apresentados na pagina do
passo 4, para que seja gerado um novo conjunto de compostos, selecionados automa-
ticamente, baseados na similaridade entre moléculas e no agrupamento. Esse fluxo
poderé acontecer quantas vezes o usuario quiser, realizando o processo de refinamento

personalizado dentre as moléculas selecionadas por ele e disponiveis no sistema.

4.3 Detalhes técnicos da ferramenta

Nesta secao serao detalhadas caracteristicas técnicas do EasyVS como as lingua-

gens e ferramentas utilizadas, assim como detalhes relativos ao agrupamento e docking.

4.3.1 Python

O sistema do EasyVS ¢ totalmente desenvolvido na linguagem de programagao
Python na versao 3.6.6, distribuido pelo Anaconda [Anaconda, 2016]. O Python é uma
linguagem de programacao interpretada, interativa e orientada a objetos que pode
ser executada em diversos sistemas operacionais como Unix, Linux, Mac e Windows
[Python, 2009]. Desde a versao 2.1 a linguagem é mantida pela Python software Foun-
dation e é uma linguagem muito utilizada na area de Bioinformatica, especialmente
a partir das bibliotecas RDKit |Landrum, 2006] e BioPython [Cock et al., 2009]. No

EasyVS, o BioPython s6 ¢é utilizado como um facilitador para obter alguns dados textu-
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ais dos arquivos no formato PDB das proteinas-alvo. J4 o RDKit é bastante utilizado,
o que sera descrito na segao 4.3.1.1.

O Python foi escolhido como principal linguagem do EasyVS por ser de facil
utilizacao, permitir a utilizacao de muitas bibliotecas voltadas para a Bioinformaética
e, em especial, o RDKit. Para a leitura, conversao e calculo de propriedades fisico-
quimicas das moléculas é utilizado o RDKit, que é uma biblioteca do Python. Como
principal ferramenta e para a interface web é utilizado o Flask [Ronacher, 2018], que
também é uma biblioteca do Python.

Em acréscimo, para gerenciar o paralelismo no Python, assim como a possibili-
dade de execugao de fungdes de maneira assincrona é utilizado o RQ [Driessen, 2018].

O RQ é uma biblioteca do Python, open-source, utilizada para enfileirar fungoes
e executé-las a partir de um recurso denominado Worker. Ele utiliza do servidor Redis
[Sanfilippo & Noordhuis, 2018] para gerenciar as filas de codigos a serem executados
(0 RQ ¢ um acronimo de Redis Queue).

A maioria das funcionalidades relacionadas ao agrupamento de moléculas, roti-
nas para preparacao e execucao do docking e insercao de moléculas no sistema sao
gerenciadas pelo RQ.

Cabe ressaltar que a versao do Python utilizada no EasyVS é distribuida pelo

Anaconda [2016], em especial, por permitir a geragdo do InChl pelo RDKit.

4.3.1.1 RDKit

O RDKit [Landrum, 2006] ¢ um conjunto de ferramentas, open-source, escrito nas
linguagens de programagao C++ e Python, voltadas para a quimioinformética e apren-
dizado de maquina. Ele possibilita a manipulacao de moléculas, importadas de diversos
formatos, assim como o célculo de diversas propriedades como peso molar, quantidade
de anéis, atomos, busca por similaridade entre muitas outras funcionalidades.

Dentro do EasyVS, ele é utilizado como uma extensao da linguagem Python a
partir da leitura e escrita de arquivos SDF, PDB, SMILES!!, geracao de InChI'?, con-
versao entre formatos de moléculas com coordenadas tridimensionais, bidimensionais
ou textuais (string), além da criagao de fingerprints (detalhados na segao 4.4.1), entre
outros recursos. O RDKit é muito utilizado por aceitar uma grande gama de arqui-
vos e representagoes de moléculas como entrada e saida, sendo os principais citados

anteriormente. Destaca-se que SMILES e InChl podem ser descritos como formatos

1 Acrénimo de Simplified Molecular Input Line Entry Specification, é uma forma de representaco
de uma molécula somente utilizando caracteres convencionais, também chamados de ASCII

12 Acronimo de TUPAC International Chemical Identifier, International Chemical Identifier ou, em
portugués, Identificador Quimico Internacional
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de representacao textual de moléculas (string), porém, geralmente o InChl é utili-
zado quando se pretende identificar unicamente uma molécula, implicando na pequena
possibilidade de moléculas diferentes gerarem o mesmo descritor.

Vale salientar que todas as moléculas inseridas no EasyVS passam pelo RDKit
antes de estarem disponiveis ao usuario e, em diversos casos, a ferramenta identificou
erros nos arquivos originais das moléculas. Os possiveis erros encontrados foram na
conformacao ou, principalmente, na quantidade de elétrons na camada de valéncia ou
namero de ligagoes atomicas além do permitido (a maior quantidade de moléculas com
indicacao de erro teve a descrigao deste ressaltando quantidade de elétrons na camada
de valéncia além do permitido). Nos casos que o RDKit detectou algum erro que
impediu a correta conversao ou leitura da molécula, o software OpenBabel [O’Boyle
et al., 2011] foi utilizado para a conversao da molécula, geragao do InChl e SMILES,
porém, essas moléculas foram marcadas como nao lidas pelo RDKit e, na atual versao
do EasyVS, nao sao consideradas nos filtros do passo 3 e, consequentemente, docking.

Durante o desenvolvimento da ferramenta, buscou-se contato com o desenvolvedor
e criador do RDKit para a identificagao e corregao dos erros (sem modificagdo dos
arquivos originais) a fim de incorporar a maior quantidade de moléculas das bases de
dados no EasyVS. Apos constantes mudancgas e adequacoes, o sistema tem conseguido

importar todas as moléculas que nao tiveram erros identificados pelo RDKit.

4.3.1.2 Flask

O Flask |[Ronacher, 2018 é um framework para desenvolvimento web bem pe-
queno, lancado inicialmente em 2010. Pequeno o bastante para ser chamado de "mi-
croframework", afirma Grinberg [2014].

De acordo com a documentagao do Flask [Ronacher, 2018, o fato de ele ser micro
nao significa que ele tenha alguma deficiéncia, mas que ele mantém seu nucleo simples
e extensivel.

No geral, frameworks tendem a guiar a forma de desenvolvimento do projeto.
J& com este microframework nao é bem isso que ocorre. De acordo com Dwyer et al.
[2017], utilizando o Flask é possivel escolher o que fazer, ja que ele deixa funcionalidades
mais avangadas como conexoes a Banco de Dados para extensoes especializadas.

Um dos pilares do Flask, conforme Grinberg [2014], é o Jinja2, um plugin para
templates. De acordo com Dwyer et al. [2017], o Jinja permite a definigdo de blocos
dindmicos em HTML, que poderao ser populados futuramente. O Flask foi construido
em cima do Jinja, o que faz com que eles tenham métodos especificos para trabalhar

em conjunto. Uma vez criado o template, os codigos do Flask sao utilizados para
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renderizar a pagina, analisando o coédigo Jinja, inserindo qualquer dado dindmico e

criando o HTML a ser retornado para o usuério.

4.3.2 Desenvolvimento WEB da ferramenta

Diante do exposto anteriormente, a linguagem Python foi utilizada como principal
recurso no back-end (processamento interno do servidor) e no front-end (em esséncia,
parte do sistema que interage com o usuario) foram utilizadas as linguagens Python
(com Flask e Jinja2), JavaScript (com jQuery) e Bootstrap (conjunto de ferramentas
para facilitar o desenvolvimento de interfaces HTML com CSS e JavaScript).

Como sera detalhado em uma segao especifica, todos os dados do EasyVS estao
armazenados em um Banco de Dados PostgreSQL (exceto os arquivos originais em

formato PDB das proteinas-alvo).

4.4 Agrupamento molecular

Como ja citado, uma das caracteristicas do EasyVS é a possibilidade do usuério
ter acesso a um vasto ntimero de moléculas para estudo e docking individual a partir
do AutoDock Vina |Trott & Olson, 2010].

Como detalhado na secao 2.1.1, o processo de docking é demorado e custoso com-
putacionalmente, o que torna impeditivo o docking de todas as moléculas armazenadas
no EasyVS. Por isso, as moléculas filtradas pelo usuério formam um espago quimico
personalizado, podendo ser agrupadas conforme algumas caracteristicas individuais,
descritas a partir de um fingerprint, como detalhado a seguir.

Devido a grande quantidade de moléculas disponiveis no EasyVS, antes do agru-
pamento, as moléculas foram divididas em 8 grupos conforme peso molecular e LogP
(ambas propriedades calculadas pelo RDKit). No caso, todas as moléculas foram di-
vididas em quartis de acordo com peso molecular e, cada um desses grupos, divididos
em 2 outros grupos conforme LogP. Esses nimero foram calculados apés diversos tes-
tes com agrupamento, pois, apos essa divisao os grupos gerados foram de cerca de
2.1 milhoes de moléculas, tornando vidvel, em tempo e utilizacao de memoria pelos
servidores, o agrupamento dessa quantidade de moléculas.

Optou-se por essa divisao também para realizar o pré-processamento de todos os
agrupamentos possiveis para permitir ao usuario menor tempo de resposta na utilizagao
do EasyVS. Sendo assim, na atual versao do sistema, as moléculas filtradas pelo usuario

sao agrupadas conforme dados ja disponiveis na ferramenta, nao sendo necessario a



4.4. AGRUPAMENTO MOLECULAR 33

espera pela execucao do algoritmo, que poderia ser de muitas horas ou dias, dependendo

do nimero de moléculas.

4.4.1 Fingerprint

Conforme Cortes-Cabrera et al. [2016], o conceito de fingerprint molecular ¢ re-
ferenciado na década de 1980, quando foram desenvolvidos algoritmos para identificar
propriedades estruturais moleculares, tais como presenca de determinados atomos, ti-
pos de ligacao e fragmentos para, entao, comparar as moléculas e encontrar similaridade
entre elas. A Figura 4.6 ilustra um exemplo de um fingerprint baseado na presenca
(1) ou nédo (0) de determinada subestrutura na molécula em questdo. Por serem ar-
mazenados somente 0s e 1s, os valores puderam ser guardados em estruturas binarias
(comumente denominadas de bitstrings), o que torna a comparagao entre fingerprints

muito rapida.
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Figura 4.6. Exemplo de fingerprint para encontrar similaridade entre moléculas.
Fonte: [Cortes-Cabrera et al., 2016, p.111].

Conforme Cereto-Massagué et al. [2015], um dos passos mais importantes para

medir a similaridade entre moléculas, etapa essencial no agrupamento, é a escolha da
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representacao molecular e sua complexidade. Quanto maior a abstracao na represen-
tagao molecular, mais facil e rapida serd a comparagao. Porém, representagoes mais
detalhadas representam a molécula com maior fidelidade e individualidade. O que au-
menta, por consequéncia e de forma consideravel, o custo para comparacao (tanto de

memoria quanto de tempo).

A maior parte dos fingerprints moleculares utilizam métodos que transformam a
molécula em uma sequéncia de bits que indicam se determinada subestrutura esta, ou
nao, presente na molécula analisada. Os principais tipos de fingerprints e alguns dos

seus representantes sao descritos nas secoes a seguir.

4.4.1.1 Fingerprints baseados em estrutura-chave

Esses tipos de fingerprints identificam, com um bit (1 ou 0) a presenga ou nao de

determinada subestrutura, respectivamente.

Representantes desse tipo de fingerprint sdo o MACCS 166 ou o 960 [Durant
et al., 2002]. O que diferencia entre eles é a quantidade de bits a ser utilizada (166 no
primeiro caso e 960 no segundo). Destaca-se: quanto maior a quantidade de descritores
de um fingerprint (também denominado features), mais detalhada sera a representa-
¢ao, porém, mais custoso serao seu processamento e armazenamento. Esse fingerprint
utiliza de SMARTS (linguagem especifica para descrever padroes moleculares) para o
estabelecimento dos descritores. Uma caracteristica relevante desse fingerprint é que
cada um dos seus bits indica uma subestrutura especifica'®, permitindo ao utilizador
saber quais estruturas estdo presentes ou nao (essa caracteristica nao é presente em
todos os fingerprints, como seré citado em outros exemplos).

Outro fingerprint que pode ser citado é o PubChem [Bolton et al., 2008], utilizado
na base de dados de moléculas homoénimalt. Esse fingerprint contém 881 bits e &
utilizado nos mais de noventa milhoes de compostos cadastrados para a pesquisa por

similaridade dentro do site.

Ja o TGD e o TGT fingerprints [Sheridan et al., 1996|, contendo 735 e 13.824
bits, respectivamente, utilizam pares de atomos como descritores usando sete features

e distancia de até quinze ligagoes entre eles.

13 A definicao dos bits utilizada no fingerprint MACCS166, gerado pelo RDKit, est4 acessivel em
http://www.scbdd.com/pybel_desc/fps-maccs/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
14 Acessivel em https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. Acesso em: 8 de jul. 2018.


http://www.scbdd.com/pybel_desc/fps-maccs/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.4.1.2 Fingerprints topolégicos ou baseados em caminho

Esse tipo de fingerprint percorre a molécula, linearmente, a partir de um atomo;
e vai dividindo cada parte percorrida da molécula como uma estrutura.

Um exemplo da representacao molecular a partir desse tipo de técnica pode ser
visto na Figura 4.7. Nela é possivel ver que, a técnica consiste em percorrer os caminhos
a partir de um atomo de origem e assinalar cada caminho como um bit do fingerprint.

Esse tipo de técnica pode ser utilizada para busca de subestruturas em moléculas.
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Figura 4.7. Exemplo da construcao de um fingerprint topologico com distancia
méxima de cinco ligagoes. Fonte: |Cereto-Massagué et al., 2015, p.59].

O Daylight fingerprint [Daylight, 2008| é um representante desse tipo, com 2.048

bits de precisao.

4.4.1.3 Fingerprints circulares

Os fingerprints circulares, diferentemente dos topologicos, nao percorrem a mo-
lécula linearmente, mas a partir de um raio e procuram, a cada atomo, se tal atomo
faz parte de uma estrutura (como representado na Figura 4.8).

Nessa classificagao, de acordo com Cereto-Massagué et al. [2015], os tipos mais
utilizados sdo o ECFP e o FCFP. O ECFP (Eztended-Connectivity Fingerprint) é

baseado no algoritmo de Morgan [1965] e pode registrar tanto a presenga de uma



36 CAPITULO 4. EASYVS

Cc3 1 1 2 0 0 0 0

C.ar 0 0 0 1 2 2
N.4 0 it 0 0 0 0
0.3 0 0 1 0 0 0
d
- ~
,’/ \\\ N
’ _d=1 »
’ P TS \
/ " 5
7 'd \\ \
," ri 9=_ 3
g ! N # '-.\ Y
l / I I
1 1\ ]
| : £ e 0
\ 3 \rq._,’ ,’
\ \\ 7
\ ’
\ \\- ¥ II
N e e 7
\.~~ /
~ // )
. 79 e

[

Figura 4.8. Exemplo da construgao de um fingerprint circular com distancia
méxima de seis ligagoes. Fonte: [Tyzack et al., 2014, p.4]

estrutura a partir de um bit (ainda denominado ECFP, porém significando Fztended-
Connectivity Bit String) ou a frequéncia que essa estrutura aparece na molécula (nesse
caso, a denominacao passa a ser ECFC - Extended-Connectivity Count Vector). O
RDKit Landrum [2006] implementa essa técnica, referindo-o como Morgan fingerprint.

Ja o FCFP (Functional-Class Fingerprint) é uma variacdo do ECFP que, em
vez de separar cada atomo em um key/feature diferente, agrupa atomos que possuem
fungdes similares em uma mesma key (cada implementagao dessa técnica estabelece
seu conjunto de atomos similares). Seria como se fosse ter uma s6 key para estruturas
similares (quando os dtomos que se diferem forem substituidos e a fungao da estrutura

nao for alterada ou os atomos forem da mesma "classe"ou "grupo").

4.4.1.4 Fingerprints baseados em farmacéforos

Um farmacoforo representa caracteristicas relevantes e interagoes necessérias para

que uma molécula seja ativa, dado determinado alvo [Cereto-Massagué et al., 2015].
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Os algoritmos desse fingerprint levam em consideracao a distancia entre os far-
macoforos, podendo ser, inclusive, distancia tridimensional entre eles (desde que a

molécula esteja representada nesse tipo de coordenada).

4.4.2 Algoritmo de agrupamento Butina

O algoritmo de agrupamento, ou clustering de Butina [1999], é muito utilizado
na area de bioinformética e quimioinformética para a classificagao nao-supervisionada

de moléculas. A sua implementacao pode ser dividida em trés etapas:

1. gerar os fingerprints para cada individuo a ser agrupado;

2. identificar todos os provaveis individuos que podem ser o centroide de um grupo

ou cluster e seus provaveis vizinhos;

3. excluir todos individuos repetidos entre os clusters, comecando pelos que tém

maior quantidade de itens.

Primeiramente, é calculado o indice de dissimilaridade entre as moléculas a partir
do fingerprint. Essa dissimilaridade representa, de zero a 100%, o quanto uma molécula
difere da outra. Esse valor é obtido a partir do indice de Tanimoto, descrito por Butina

[1999] e apresentado nas equagoes 4.1 e 4.2.

) BC

Indice de Tanimoto = 4.1

ndice de Tanimoto = Zo——>——- (4.1)
Indice de Dissimilaridade = 1 — Indice de Tanimoto (4.2)

Nessas equagoes referidas, BC representa ntimero de bits com o valor 1 que sao
iguais entre as duas fingerprints, Bl é o nimero de bits com o valor 1 no primeiro
fingerprint e B2 o nimero de bits com o valor 1 no segundo fingerprint.

Logo apos é feito uma lista com todos os possiveis vizinhos de cada molécula, con-
siderando o indice de dissimilaridade e um valor de limiar/ cutoff, definido previamente.
Ao comparar uma molécula com outra, caso o valor de dissimilaridade esteja dentro do
limiar, a molécula que esta sendo comparada devera ser inserida na de referéncia.

A proxima etapa consiste na ordenagao da lista de vizinhos (possiveis clusters) de
cada molécula, indo do maior conjunto de vizinhos ao menor. Caso alguma molécula
de uma lista com maior quantidade de vizinhos esteja em uma lista menor, essa sera
retirada da lista com menor quantidade. Caso seja necessario, é feito a reordenagao

das listas afetadas.
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Esse processo ¢ denominado esfera de exclusao e, conforme Butina [1999], faz com
que os elementos disputados por dois ou mais possiveis clusters integrem o cluster com
maior nimero de elementos.

E salientado no artigo de referéncia desse algoritmo que essa técnica pode gerar
singletons (grupos com somente 1 elemento), pois, clusters com mais elementos tem
prioridade. A Figura 4.9 representa uma situagdo em que trés moléculas (enumeradas
como 1, 2 e 3) estdo em grupos distintos. A caracteristica da esfera de exclusao faz
com que as moléculas 1 e 2, mesmo sendo mais distantes de alguns representantes de
seu grupo que a molécula 3 (em especial, das moléculas mais proximas do limiar do
grupo), por pertencerem a clusters maiores, acabam fazendo com que essas moléculas
estejam nos grupos maiores, criando singleton (molécula 3 sendo tnico representante

de seu grupo).

~@

Figura 4.9. Representacgao de trés grupos, sendo a molécula 3, singleton. Fonte:
[Butina, 1999, p.748|.

E importante destacar que o algoritmo Butina [1999] ndo necessita de um ntimero
de clusters para o agrupamento, e sim um indice de dissimilaridade, o que reflete
diretamente na homogeneidade dos grupos criados (todos eles deverao estar conforme
o cutoff estabelecido).

4.4.3 Melhorias no algoritmo de agrupamento Butina do
RDKit

O RDKit |[Landrum, 2006] realiza o agrupamento de grande quantidade de mo-
léculas utilizando o algoritmo baseado no trabalho do Butina [1999]. Na atual forma
dessa implementacao, armazenamento dos fingerprints, similaridades e agrupamentos
conforme cutoff, o codigo s6 consegue, de acordo com testes, processar 50 mil moléculas

por vez em uma maquina de 64GB de memoria RAM.
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Foi necessério realizar a mudanca de um algoritmo original para agrupamento
do RDKit, para possibilitar o agrupamento de maior quantidade de moléculas de uma
s6 vez (almeja-se a execugao de um tunico agrupamento para todas as moléculas do
EasyVS). A separagdo das moléculas em conjuntos ndo é ideal pois moléculas que
poderiam ser classificadas em um mesmo grupo, caso estejam em conjuntos distintos
(compostos de 50 mil, separados inicialmente), estardo em grupos distintos.

Apos a nova implementacao, com codigo paralelizado e utilizando a linguagem
de programacao C+-+, mantendo o mesmo resultado do algoritmo do RDKit, o codigo
foi testado e ficou 28 vezes mais rapido e consumiu aproximadamente 500 vezes menos
memoria. Na descrigdo dos trabalhos futuros (se¢ao 6.1.1) s@o citados detalhes da
implementagao utilizando CUDA C, que realiza o processamento dos célculos utilizando
placas de video da NVidia, cuja otimizacao esta sendo testada e ultrapassa 700 vezes

a velocidade de processamento e 20 mil vezes menos memoria utilizada.

4.5 Docking molecular

Como exposto na se¢ao 2.1.1, o docking ou atracamento molecular consiste na uti-
lizacao de um software para estimar uma pose e energia de ligagao entre uma proteina-
alvo e uma molécula (geralmente pequena), aqui denominada de ligante.

No caso do EasyVS, esse processo ¢ feito pelo AutoDock Vina [Trott & Olson,
2010]. A escolha e detalhamento dessa ferramenta é descrita a seguir, assim como os

passos para a preparagao das moléculas envolvidas.

45.1 AutoDock Vina

O AutoDock Vina, conforme Trott & Olson [2010], ¢ uma nova geragao do Auto-
Dock 4 [Morris et al., 2009], também desenvolvido pelos mesmos autores, com melhorias
na rapidez dos resultados (aproximadamente duas ordens de grandeza mais rapido) e
também uma significante melhoria da precisao do modo de ligagao entre as moléculas
envolvidas.

O codigo do AutoDock Vina é paralelizado, de forma que ele consegue dividir
seus calculos em multiplos nicleos do processador (cores) e os executa repetidas vezes,
conforme nimeros aleatorios que sao gerados (a quantidade de repetigdes e ntimero de
célculos simultaneos é diretamente relacionada ao valor de ezhaustiveness). Sabe-se
que seu algoritmo realiza a busca da melhor pose, que para esse software implica em
menor energia livre. Para cada pose é gerada uma pontuagao/score, levando em consi-

deracao campos de forca, que podem ser calculados a partir de potenciais simplificados
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e aproximados envolvendo ligacoes de Van der Waals e eletrostaticas, além de outros
termos.

A parte da superficie em que o AutoDock Vina realiza a busca é especificada a
partir das coordenadas de uma caixa (denominada docking box ou mesmo box). Essas
coordenadas determinam o espaco de busca do algoritmo.

Uma vez que a busca ¢ iniciada a partir de um valor numérico aleatério (podendo
também ser informado pelo usuério), denominado semente/seed, a reexecugao de um
experimento contendo um par proteina-ligante pode nao gerar o mesmo resultado (ja,
no caso da inser¢ao do valor da semente, o experimento podera ser reproduzido).

O AutoDock Vina tem como entrada o receptor e ligante como arquivos no for-
mato PDBQT (como sera detalhado nas proximas segoes), além de necessitar das
coordenadas do box (tamanho e posigdo no espago tridimensional), niimero maximo de
poses a serem geradas, variacao de energia (energy range é o valor méximo de energia
entre a melhor pose predita e a pior, dentre o niimero maximo de poses), e exhaustive-
ness (ja detalhado anteriormente). Ao fim da execugao, também é gerado um arquivo,
com diversos models, ou conjunto de coordenadas, no formato PDBQT contendo todas
as poses preditas, juntamente com a estimativa de energia.

No caso do EasyVS, ao fim do processo de docking, os arquivos resultantes, in-
cluindo os originados do NNScore 2.01 [Durrant & McCammon, 2011], usado para nova
estimativa de energia de ligagao e valor de afinidade/Kd, sao salvos em uma pasta con-
forme um coédigo identificador.

Salienta-se que o AutoDock 4 [Morris et al., 2009], diferentemente da sua versao
derivada, o AutoDock Vina [Trott & Olson, 2010|, prové dados para uma estimativa
de Kd, sem a necessidade de uma ferramenta externa como o NNScore 2.01 para esse

calculo.

4.5.2 Processo de preparacao do target

No caso do EasyVS, a preparagao da proteina (target ou receptor) comega remo-
vendo todos os heteroatomos do arquivo PDB original (pretende-se, em futuras versoes
do sistema, permitir ao usuério a escolha dos heteroatomos que nao serao removidos).
Como se pretende fazer o docking de novas moléculas, a superficie da proteina precisa
estar livre de outras moléculas (em especial, dos ligantes cristalograficos) para que o
docking aconteca. Apods essa etapa, o arquivo PDB é convertido para PDBQT a par-
tir do MGLTools (utilizando o script prepare receptord.py'®, que, pela configuragao

5Encontrado em https://github.com/sahrendt0/Scripts/blob/master/docking_scripts/
prepare_receptord.py. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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padrao, remove moléculas de agua e adiciona atomos de hidrogénio.

O PDBQT permite que sejam armazenadas, além das coordenadas atomicas da
molécula nesse formato, cargas parciais (o formato PDBQT permite armazenar as car-
gas parciais, porém, o AutoDock Vina nao as utiliza) e tipo atémico do AutoDock,
para cada um dos atomos do ligante (marcados como HETATM) e do receptor (mar-
cados como ATM). Esse tipo atéomico do AutoDock permite, por exemplo, diferenciar
um nitrogénio que aceita ligagao de hidrogénio de um que nao aceita esse tipo de li-
gacao. Arquivos no formato PDBQT sa@o essenciais para o docking com o AutoDock e
AutoDock Vina.

Com o arquivo PDBQT da proteina pronto para o docking, basta realizar a pre-
paragao dos arquivos dos hits e do arquivo de configuragao (contendo os parametros

do docking ja citados).

4.5.3 Processo de preparacao das moléculas candidatas

Cada uma das moléculas, provenientes de diversas bibliotecas, sao lidas pelo
RDKit que, a partir dos codigos a seguir, adiciona atomos de hidrogénio (polares),
busca obter as coordenadas iniciais da molécula, realiza otimizagao da conformacao

gerada e salva a nova molécula, com coordenadas tridimensionais, em um arquivo no
formato SDF.

mol = Chem.MolFromInchi(inchi_of hit)
newmol = Chem.AddHs(mol)
mol conforms = AllChem.EmbedMolecule (newmol)
if mol conforms < 0:
mol conforms = AllChem.EmbedMolecule (newmol, useRandomCoords=True)
AllChem . UFFOptimizeMolecule (newmol, 200, 10.0, —1)
writer = Chem.SDWriter(folder + ’hit’ + hitid +’3d.sdf’)
writer . write (newmol)

writer. close ()

Com a conformacao tridimensional gerada, a molécula é convertida para o formato
MOL2 pelo OpenBabel [O’Boyle et al., 2011] e, logo apos, para PDBQT pelo script do
MGLTools prepare ligand4.py'® e esta pronta para o docking.

4.5.4 Processo de docking

Tendo os arquivos do target e dos hits envolvidos, para execugao do docking basta

executar o AutoDock Vina Trott & Olson [2010] passando os parametros selecionados

16Disponibilizado em https://github.com/sahrendt0/Scripts/blob/master/docking_
scripts/prepare_ligand4.py. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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como configuracao. Geralmente todas as configuragoes sao salvas em 1 tinico arquivo,

que contém a lista de parametros desejados e seus valores.

A lista de pardmetros para o docking foi detalhada na secao 4.2.2. Em adicao a
esses, ha a definicao dos nomes e diretérios para localizacao dos arquivos do target e
de cada um dos hits (1 para cada execugao do docking com o AutoDock Vina). Ao
término da execugao é gerado um arquivo no formato PDBQT para cada resultado
da combinacao alvo-ligante. Nesse arquivo estao todos os atomos, compondo as poses
preditas para cada hit, energia estimada da referida pose (em kcal/mol) e o valor de
RMSD de cada uma das poses em comparacao ao melhor resultado (com menor energia

predita).

4.5.5 Processo de rescoring

Apoés a finalizagdo do processo do docking pelo AutoDock Vina [Trott & Ol-
son, 2010], os arquivos PDBQT das poses preditas sao passados para o NNScore 2.01
[Durrant & McCammon, 2011].

O NNScore 2 utiliza vinte redes neurais treinadas para os calculos relativos a
avaliacao das conformacoes resultantes do docking. O NNScore 2.01, versao mais re-
cente e utilizada no EasyVS, gera, ao fim dos calculos, trés valores: score, standard
deviation (desvio padrao) e valor estimado de Kd (constante de dissociagdo que indica
a concentracao de ligante para ocupar 50% dos receptores). Os valores de score e Kd
sao calculados para cada uma das vinte fungoes de pontuacao que o NNScore 2 utiliza
e, por fim, é apresentado o melhor valor de score e Kd e os valores médios dentre as

pontuacoes, assim como o desvio padrao dentre esses valores.

Ao término de sua execucao essa ferramenta gera um relatorio detalhado dos
calculos que foram realizados e seus resultados. KEsse proprio relatorio sugere que o
valor médio, fornecido por ele, seja utilizado como métrica de avaliagdo das poses (é
esse o valor apresentado ao usuario no momento de visualiza¢ao dos resultados). O Kd
médio é calculado a partir dos valores estimados entre as vinte redes neurais e todas as

poses disponiveis no arquivo PDBQT utilizado como entrada no processo de rescoring.

O que é apresentado ao usuario do EasyVS é somente o valor estimado de Kd,
convertido para nMolar!”. Os demais valores gerados pelo NNScore 2.01 permanecem

armazenados no sistema, assim como o arquivo resultante do rescoring.

171 Nanomolar = 1*10° Molar
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4.5.6 Fonte dos dados do EasyVS

O EasyVS possui, atualmente, moléculas de diversas bases e, nessa secao todas
elas sao listadas, juntamente com a quantidade de registros disponiveis nas bibliotecas
de compostos até o més de maio de 2019.

Para facilitar o entendimento, no caso das bibliotecas de pequenas moléculas, os

principais dados estao sumarizados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Resumo das bibliotecas de pequenas moléculas disponiveis no

EasyVS

Nome Data da versao Moléculas
ChEMBL 10/12,/2018 1.8 milhdes

Chembridge Express 28/05/2019 500 mil

Chembridge Core 28/05/2019 700 mil

DrugBank 02/04,/2019 10 mil

HMDB 09/07,/2018 114 mil

Maybridge 15/05/2019 57 mil

Super Natural II 04/2018 325 mil
Zinc 01/06/2019 13 milhoes

4.5.6.1 RCSB PDB

O RCSB PDB [Berman et al., 2000], denominado Protein Data Bank é a principal
origem das proteinas cadastradas no EasyVS. Exceto as proteinas enviadas pelo usuério
a partir da tela inicial do sistema, todas sao originadas do RCSB PDB, que possui mais

de 142 mil proteinas depositadas (no momento da escrita desta tese).

45.6.2 ChEMBL

O ChEMBL [Gaulton et al., 2017| prové um conjunto de 1.879.206 moléculas
(disponiveis em 1.870.461 arquivos) na versao 25, disponibilizada em 10 de dezembro
de 2018.

A caracteristica do ChEMBL é sustentar um conjunto de moléculas bioativas,
pequenas e drug-like, além de algumas moléculas terem, inseridas no arquivo SDF,
propriedades calculadas como LogP, peso molecular dentre outras. E o RDKit |Lan-

drum, 2006] é utilizado para o calculos dessas propriedades.
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4.5.6.3 Chembridge

O Chembridge |Desai et al., 2004|, diferentemente de outras bases de moléculas
citadas nesse documento, possui duas bases distintas de moléculas, voltadas para high-
throughput screening e fragment-based screening. Essas moléculas estao disponiveis aos
usuarios cadastrados no sistema deles e, pelo seu identificador, é possivel acessar uma

péagina com link para compra da maioria dos compostos.

A versao do Chembridge utilizada no EasyVS, para as duas biliotecas de com-

postos, contém as moléculas disponibilizadas no dia 28 de maio de 2019.

O primeiro conjunto de moléculas, denominado de EXPRESS-Pick Collection
Stock (no EasyVS é referenciado somente como Chembridge Express), possui mais de
quinhentos mil compostos feitos & mao, incluindo fragmentos. Segundo os mantenedo-
res, esse conjunto foi elaborado a partir de analise de propriedades de farmacos, levando

em consideracao a diversidade, inovagao e quase vinte anos de experiéncia do grupo.

Ja o Chembridge CORE Library Stock (referenciado como Chembridge Core)
possui mais de setecentos mil compostos voltados para gerar um espac¢o quimico nao
coberto pela EXPRESS-Pick Collection Stock ou qualquer outra biblioteca comercial

de moléculas existente.

Esses conjuntos de moléculas tém a caracteristica de ser voltados para o Virtual
Screening e também ter um link para acesso e compra da maior parte das moléculas,

individualmente, direcionando para a loja virtual deles!®.

4.5.6.4 DrugBank

Wishart et al. [2018a] apresenta versao do DrugBank 5.1.3, datada de 2 de abril
de 2019, disponivel do EasyVS. Essa é uma biblioteca de compostos, iniciada em 2006,
contendo 10.256 farmacos, mecanismos de atuacao, interacoes e alvos. Vale salientar
que mais da metade (5.766) é composta de farmacos marcados como experimentais,

sendo que 205 sao ilicitos e 3.732 sao aprovadas.

Todas as moléculas do DrugBank, inseridas no Easy V'S, sao identificadas pelo seu
namero identificador (iniciado com os caracteres "DB"). E, assim como as moléculas
do ChEMBL, HMDB, Zinc e Chembridge, quando o usuario visualiza a molécula no
sistema, ele conseguira acessar a molécula diretamente no site de onde ela foi obtida,

podendo ter mais informagoes ou mesmo comprar o composto.

18 Acessivel em https://www.hit2lead.com. Acesso em: 8 de jul. 2018.


https://www.hit2lead.com

4.5. Docking MOLECULAR 45

45.6.5 HMDB

O HMDB, acrénimo de The Human Metabolome Database, é uma biblioteca de
114.100 metabolitos humanos [Wishart et al., 2018b]|, disponiveis em 09 de julho de
2018. O proprio artigo do HMDB 4.0 define o metaboloma humano como a colegao
completa de "pequenas moléculas encontradas no corpo humano incluindo peptidios,
lipidios, aminoacidos, acidos nucleicos, carboidratos, acidos organicos, aminas biogé-
nicas, vitaminas, minerais, aditivos alimentares, drogas, cosméticos, contaminantes,
poluentes e qualquer outro produto quimico que os humanos ingerem, metabolizam,

catalisam ou entram em contato"|Wishart et al., 2018b, p. 608|.

Todas as moléculas do HMDB estao disponiveis gratuitamente sem a necessidade

de cadastro prévio e em formato SDF ou XML.

4.5.6.6 Maybridge

O Maybridge!® contém diversos conjuntos de moléculas e, desses, os selecionados
para comporem o EasyVS sao os denominados Screening e Fragment Libraries e, so-
mados, sdo mais de 57 mil compostos (disponiveis em 15 de maio de 2019). O primeiro
conjunto contém compostos organicos produzidos pelo Maybridge, e projetados indi-
vidualmente. Ja o segundo conjunto é composto basicamente de fragmentos, voltados
para grande diversidade, obedecendo aos filtros de RO3 (Rule Of Three ou lead-like).
A RO3, como ja explicado, é uma adequagao do Lipinski RO5 [Lipinski et al., 2001]
que, no filtro com Rule of Three, considera moléculas com LogP menor ou igual a trés,
massa molecular menor que 300 daltons e até trés doadores de hidrogénio, aceptores

de hidrogénio e ligagoes rotacionaveis.

4.5.6.7 Super Natural

O conjunto de moléculas denominado Super Natural [Dunkel et al., 2006], na
sua versao Super Natural IT [Banerjee et al., 2015|, contém 325.508 moléculas naturais
(mais recente atualizagao ocorrida em abril de 2018). S&o compostos sintetizados por
organismos vivos. Essa biblioteca de moléculas, iniciada em 2006, prové dados sobre
toxicidade além da conformacao espacial 2D e dados fisico-quimicos como LogP, nimero

de anéis, ligacoes rotacionaveis entre outros.

19 Acessivel a partir do endereco https://www.maybridge.com. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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45.6.8 Zinc

O Zinc [Sterling & Irwin, 2015| é a maior biblioteca de compostos disponivel no
EasyVS. A versao usada é a Zinc 15 que disponibiliza 13.229.915 compostos compraveis
(que possuem, no site do Zinc, um enderego para acesso direto a um distribuidor do
composto com possibilidade de compra) e disponiveis (que, em consulta a algum dos
distribuidores do composto, este encontra-se em estoque), com coordenadas tridimen-
sionais e preparadas para o docking.

Ao navegar no site do Zinc é perceptivel um vasto niimero de moléculas disponiveis
e de seus conjuntos. Optou-se pela utilizagao de compostos compraveis e disponiveis

em estoque ao invés de somente compraveis (quantidade maior que 600 milhoes).



Capitulo 5

Estudo de caso com GPCR

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs - G Protein-Coupled Receptors) sao
proteinas caracterizadas por terem 7 dominios transmembrana, conforme apresentado
na Figura 5.1. Eles sao encontrados somente em eucariotos. Os ligantes desses recep-
tores incluem compostos sensiveis a luz, odores, feroménios, horménios e neurotrans-
missores, que variam em tamanho entre pequenas moléculas, peptidios, até grandes
proteinas [Joost & Methner, 2002].

Figura 5.1. Exemplo dos sete dominios transmembrana de uma GPCR. Fonte:
https://en.wikipedia.org/wiki/G_protein-coupled_receptor. Acesso em:
8 de jul. 2018.

Esses receptores estao envolvidos na transducao de sinal de muitos processos fi-
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siologicos vitais, dos quais podemos citar: controle celular de divisao e proliferacao,
modulagao de sinapse neuronal, regulagao de transporte de fons, homeostases e mo-
dificagdo de morfologia celular [Salon et al., 2011|. Esses receptores compoem uma
superfamilia de proteinas contendo, de acordo com analise gendmica, 800 genes em
humanos [Niimura, 2009].

A superfamilia foi dividida inicialmente em trés principais classes: A, B e C.
Nos tltimos anos, além dessas 3 classes, foram adicionadas mais 2 (Taste2 e F') como
demonstrado na Figura 5.2. Na Figura 5.2 também é possivel visualizar as vérias
subdivisoes dentro das classes. A maior familia é a classe A, contendo aproximada-
mente 85% das GPCRs. Metade dos receptores da classe A sao receptores olfativos,
o restante sao ativados por moléculas enddgenas ou sao classificados como o6rfaos. Os
receptores orfaos nao possuem ligantes conhecidos [Trzaskowski et al., 2012|. A fami-
lia das GPCRs estao também envolvidas em patologias como Parkinson, Alzheimer,

doengas cardiovasculares, asma, diabetes e em muitas outras [Salon et al., 2011].

5.1 Inicio dos estudos da GPCR

O modo como as células podiam sentir o ambiente ficou obscuro por muito tempo.
Cientistas ha muito tempo ja sabiam que moléculas tém efeitos de grande impacto nos
organismos, como por exemplo, o hormoénio adrenalina, capaz de aumentar a pres-
sao sanguinea e causar aceleragcao de batimento cardiaco. Suspeitava-se de pequenas
proteinas de superficie celular capazes de interagir com essas moléculas.

Em 1968 Lefkowitz e seus colaboradores incorporaram o is6topo lodo-125 [Lef-
kowitz et al., 1970] a véarios horménios, e gragas a isso descobriram varios receptores.
Em 1980, nessa mesma equipe, Kobilka conseguiu isolar o gene de um receptor beta-
adrenérgico e apos extensivas analises, constatou que era similar ao que capturava luz
nos olhos. Essa equipe de pesquisadores percebeu a existéncia de uma familia de re-
ceptores que se parecem e funcionam da mesma maneira. Referiram-se a essa familia
como receptores acoplados a proteina G. Em 2012, Lefkowitz e Kobilka ganharam o

prémio Nobel de quimica por esses trabalhos [Roth & Marshall, 2012].

5.2 Mecanismo de acao envolvendo a GPCR

A estrutura tercidria desses receptores apresenta grande diversidade. Em termos
estruturais, sao caracterizadas por uma uma porgao N-terminal extracelular, seguida

de sete a-hélices transmembrana conectadas por trés loops intracelulares e trés loops
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Figura 5.2. Divisao das classes da superfamilia das GPCRs. Fonte: [Hauser
et al., 2017]

extracelulares e, por ultimo, uma porgao C-terminal intracelular. A organizacao da
estrutura terciaria desses receptores se assemelha ao formato de um barril, de modo
que os sete dominios transmembranas formam uma cavidade na membrana celular,

local onde ocorre a interagao com os ligantes [Trzaskowski et al., 2012].

A GPCR em seu estado inativo esta ligada a um complexo heterotrimérico cha-
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mado proteina G. A interacao do ligante com a GPCR causa uma mudanca conforma-
cional no receptor que é transmitida a subunidade Ga da proteina G. A subunidade
Ga ativada tem sua molécula GDP trocado por uma molecula de GTP. Essa mudanga
leva a dissociagao da subunidade Go do complexo, restando no complexo a subuni-
dade dimérica Gfy. A subunidade Ga dissociada e a subunidade Gfy interagem com
outras proteinas intracelulares gerando cascatas de sinalizacao, através de duas rotas

bioquimicas possiveis: cAMP e fosfatidilinositol [Digby et al., 2006].

5.3 Resultados da GPCR pelo EasyVS

Nessa secao sao detalhados alguns resultados obtidos, a partir do EasyV'S, visando
a validacao da ferramenta. Para tanto foi feito o redocking dos ligantes cristalograficos
de algumas estruturas e, nessas mesmas, foi feito um estudo a partir de decoys gerados
pelo DUD-E [Mysinger et al., 2012|, detalhado mais adiante.

5.3.1 Resultados do redocking com GPCR

Conforme Verli [2014], o redocking consiste na realizagao de estudos objetivando
reproduzir determinados estudos experimentais do complexo receptor-ligante. Nesses
casos, geralmente, sao analisados valores de Root Mean Square deviation (RMSD) entre
as poses preditas e as experimentais além de estimar a afinidade entre a proteina e o
ligante.

Para melhor detalhamento dos pontos supracitados, a descrigao dos resultados da
afinidade estimada das poses obtidas pelo EasyVS sera feita na se¢ao 5.3.2, juntamente
com a apresentacao dos resultados dos ligantes em comparagao com os decoys.

As estruturas proteicas-alvo selecionadas sao GPCRs que possuem um ligante
cristalografico disponivel na estrutura. Como ja explicado na segao 2.1.1, Sotriffer
[2016] apresenta um estudo em que verificou-se que os programas de docking analisados
sao capazes de, a partir de uma analise proteina-ligante, gerar conformacgoes similares
as cristalogréficas. O estudo aqui apresentado corrobora com esse trabalho e também
valida os parametros defaults disponiveis no EasyVS, uma vez que nenhum deles foi
alterado, exceto a escolha do pocket adequado, conforme ja exposto.

Aqui serao graficamente apresentados os resultados do redocking. Em todos os
casos o ligante cristalografico sera colorido de azul e a pose predita de vermelho e as dis-
tancias destacadas sao entre os mesmos atomos nas moléculas referidas. Primeiramente
a molécula GBK ligada a proteina 6HLL teve Dissociation Constant ou Constante de
dissociacio (Kd) estimado em 28,79nM e RMSD 0,81A (valores calculados levando em
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considerac¢ao a melhor pose conforme o docking). A melhor pose pode ser visualizada

na Figura 5.3.

Figura 5.3. Redocking do ligante GBK & estrutura 6HLL, com Kd 28,79nM e
RMSD 0,81A.

A estrutura 6M9T, de ligante JOP, foi predita com Kd de 1,12nM e RMSD 1,41A.

Esses dados sao representados na Figura 5.4.

Figura 5.4. Redocking do ligante J9P & estrutura 6M9T, com Kd 1,12nM e
RMSD 1,41A.

As estruturas 6GPS e 6GPX possuem o mesmo ligante, F7TN. Quando ligado a
6GPS teve Kd 0,09nM e RMSD 1,61A (Figura 5.5) e, ao interagir com a 6GPX obteve
Kd 0,10nM e RMSD 1,64A (Figura 5.6).
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Figura 5.5. Redocking do ligante F7N & estrutura 6GPS, com Kd 0,09nM e
RMSD 1,61A.

Figura 5.6. Redocking do ligante F7N & estrutura 6GPX, com Kd 0,10nM e
RMSD 1,64A.

E interessante notar que o ligante F7N, apos o resultado do redocking, tanto
com o alvo 6GPS (Figura 5.5) quanto com 6GPX (Figura 5.6) o posicionamento do
anel, por¢ao mais profunda do ligante no pocket da proteina, esta diferente da original,
porém, com bons valores de Kd.

J& a interagao entre a proteina de PDB ID 6HLP e seu ligante cristalogréfico
GAW foi predita, conforme apresentado na Figura 5.7, com Kd 12,26nM e RMSD
0,26A.

A molécula GBQ ¢ o ligante cristalografico das estruturas 6J20 e 6J21. Na pri-
meira obteve Kd de 0,52nM e RMSD 0,93A (visivel na Figura 5.8), enquanto na segunda
o Kd foi 1,13nM e RMSD 0,93A (Figura 5.9).

Por fim, a tltima estrutura analisada é a de PDB ID 611U, com ligante AXS8, o
valor de Kd obtido foi 1,92nM e RMSD 0,23A e a Figura 5.10 representa a melhor pose

para esse complexo proteina-ligante.
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Figura 5.7. Redocking do ligante GAW & estrutura 6HLP, com Kd 12,26nM e
RMSD 0,26A.

Figura 5.8. Redocking do ligante GBQ & estrutura 6J20, com Kd 0,52nM e
RMSD 0,93A.

O resultado de redocking da molécula AX8 com o alvo 6IIU obteve o menor
RMSD dos aqui listados. A Figura 5.10 ressalta as maiores distancias entre os atomos
da pose original e da predita, sendo que o maior valor foi de 0.4A e a grande parte dos

atomos teve essa distancia menor que 0.1A.

5.3.2 Resultados do DUD-E com GPCR

O termo decoys consiste em um conjunto de compostos que possuem propriedades
fisico-quimicas semelhantes a compostos ativos, porém, sao topologicamente distintos.
Para este estudo, os compostos ativos serao os ligantes cristalograficos das GPCRs

analisadas e, para cada um desses, foi gerado um conjunto de decoys a partir do DUD-
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Figura 5.9. Redocking do ligante GBQ & estrutura 6J21, com Kd 1,13nM e
RMSD 0,93A.

Figura 5.10. Redocking do ligante AX8 & estrutura 611U, com Kd 1,92nM e
RMSD 0,23A.

E [Mysinger et al., 2012].

A versao anterior ao DUD-E, denominada DUD [Huang et al., 2006|, tinha seu
acronimo descrito como Directory of Useful Decoys (DUD), depois Directory of Useful
Decoys, Enhanced (DUD-E) e atualmente, no site do DUD-E!, ¢ nominado como A
Database of Useful Decoys: Enhanced. Essa ferramenta surgiu, em sua primeira versao,
como uma biblioteca de compostos, contendo 40 proteinas e um conjunto de ligantes e
decoys para cada uma dessas. Na versao mais recente esse nimero aumentou para 102
proteinas e mais de 22 mil compostos ativos para esses alvos proteicos.

Para o EasyVS, embora o DUD-E ja tenha em sua biblioteca diversos compostos

! Acessivel a partir do endereco http://dude.docking.org/. Acesso em: 8 de jul. 2018.
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ativos e decoys para GPCRs (ha 5 dessas disponiveis na ferramenta), optou-se por
utilizar uma funcionalidade especifica do DUD-E, que é a geracao de decoys, sob de-
manda, a partir de uma lista de compostos ativos. Nesse caso, o DUD-E gera uma lista
de 50 decoys para cada composto ativo, possuindo uma topologia dissimilar, porém,
similar peso molecular, LogP, nimero de ligagdes rotacionéveis, doadores e aceptores
de hidrogénio e carga total da molécula (essa tltima propriedade nao estava presente
na versao anterior do DUD-E).

Sendo assim, as mesmas proteinas citadas na secao 5.3.1 foram utilizadas no
DUD-E. A Tabela 5.1 mostra o PBD ID, o codigo de cada um dos ligantes dessas
estruturas, valores estimados de afinidade (Kd), p-value (detalhado a seguir) e RMSD

comparando a pose original do ligante e a predita pelo EasyVS.

Tabela 5.1. Resumo dos resultados do DUD-E

PDB ID | Ligante | Kd (nM) p-value RMSD (A)
GHLL GBK 98,79 1,44E-11 0,81
6MYT JOP 1,12 1,02E-10 1,41
6GPS F7N 0,09 3,05E-10 1,61
6GPX F7N 0,10 1,07E-08 1,64
6HLP GAW 12,26 8,58E-06 0,26
6J20 GBQ 0,52 2,20E-05 0,93
6J21 GBQ 1,13 2,20E-05 0,93
611U AXS8 1,92 0,01 0,23

Para o experimento com os dados apresentados nessa se¢ao foram utilizados os
parametros padrio do EasyVS para ezhaustiveness (valor 8), tamanho do boz (20A)
e energy range (valor 3). Para o posicionamento do box foi utilizada a metodologia
proposta pela ferramenta no Step 2, que utiliza o Ghecom |Kawabata, 2010| para
identificar pockets. Vale salientar que é possivel realizar a personalizacao de qualquer
um desses parametros, porém, para validacao da ferramenta optou-se pela utilizacao
dos parametros sugeridos pelo sistema. A tnica excec¢ao € a escolha do posicionamento
do boz, ja que o EasyVS sugere uma lista de pockets, ordenada pelo volume (de maneira
decrescente), porém, a metodologia que foi utilizada para obten¢ao dos resultados aqui
presentes foi a escolha de um dos posicionamentos do boz que fosse o mais préximo
possivel do ligante cristalografico (no caso, usando o valor de 20A para o tamanho,
percebeu-se que praticamente todos os ligantes estavam localizados internamente em
cada boz). Um exemplo dessa escolha é exemplificado na Figura 5.11.

O p-value, apresentado na Tabela 5.1, foi calculado do valor médio de Kd dos
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Figura 5.11. Exemplo de escolha do pocket, com o ligante localizado na area
interna ao boz, sendo escolhido o terceiro pocket com maior volume.

decoys, desvio padrao e valor do Kd do ligante apds o redocking. Todos esses valores
foram obtidos a partir do NNScore 2.01 [Durrant & McCammon, 2011]. Utilizando
como exemplo o p-value obtido para o ligante GBK apds redocking com o alvo proteico
de PDB ID 6HLL, o nimero 1,44~ evidencia que o ligante nao faz parte do grupo

dos decoys. Nao ha duvidas que a interpretacao desses valores indica que todos casos

apresentados evidenciam esse fato.



Capitulo 6

Conclusoes

O EasyVS foi proposto como sistema acessivel por meio de um navegador web, que
disponibilizaria ferramentas para triagem virtual de ligantes a partir de uma abordagem
mista, baseada em alvo e ligantes. Esse objetivo foi alcangado uma vez que a plataforma
esta acessivel, podendo ser utilizada inclusive a partir de computadores pessoais ou
smartphones e possui configuragoes simples, automaticas e personalizaveis, para sele¢ao
de conjunto de pequenas moléculas, preparacao e execucao do docking molecular.

Para validacao do sistema foram escolhidas 6 GPCRs que possufam ligantes cris-
talograficos, a fim de verificar se as configuragoes utilizadas para o docking foram
capazes de estimar a forma de ligacao entre elas. O resultado obtido foi satisfatorio,
uma vez que os valores estimados de Kd ficaram, em sua maioria, menores que 2 nM
(exceto 6HLL ligada & GBK e 6HLP ligada & GAW, que tiveram 28,79 nM e 12,26 nM,
respectivamente). Também os valores de RMSD, na comparacao da pose cristalogra-
fica com a melhor pose predita, tiveram o maior valor de 1,64A. Por fim, para cada
uma dessas proteinas, foram gerados decoys de seus respectivos ligantes. O p-value
indicou que, com base nos valores individuais de Kd entre os ligantes e decoys, ha
uma clara separagao entre esses conjuntos de moléculas. As que realmente sao ligantes
das proteinas-alvo foram percebidas como diferentes das moléculas que foram geradas
com base nessas, com propriedades fisico-quimicas semelhantes, porém, nao possuem
topologia similar e, por isso, nao deveriam se ligar.

Com a possibilidade de utilizacao das proteinas contidas no RCSB PDB, assim
como o upload de novos alvos drogaveis, o usuério da ferramenta pode iniciar sua pes-
quisa sem limitagao de alvo (bastando o envio de um arquivo PDB). Essa caracteristica,
somada ao conjunto de mais de 16 milhoes de pequenas moléculas, provenientes de va-
riadas bibliotecas de compostos, e & possibilidade do envio de um arquivo SDF com

moléculas, indica que o EasyVS se apresenta como uma ferramenta versatil e que pode

o7
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ser utilizada por qualquer pesquisador da area de triagem virtual de ligantes, mesmo
que esse nao seja um profundo conhecedor das configuragoes necessarias para o docking

ou mesmo que nao tenha uma grande quantidade de compostos acessiveis.

6.1 Trabalhos futuros

Nesta segao serao apresentadas as perspectivas deste trabalho, bem como suas
limitagoes e o que se pretende fazer para supera-las. Cada tarefa é discutida e apre-

sentada nas subsecoes seguintes.

6.1.1 Agrupamento molecular utilizando CUDA

Foi apresentado na Se¢ao 4.4.3 que a implementacao em Python do algoritmo de
agrupamento baseado no trabalho do Butina [1999], disponivel no RDKit [Landrum,
2006], limitava o processamento do agrupamento em cinquenta mil moléculas. Esse fato
motivou o estudo visando melhoria de utilizacao de memoria e tempo de processamento
do referido codigo.

O codigo que esta funcionando no EasyVS utiliza a linguagem de programacao
C-++ e, para o processamento, realiza os célculos em CPU. Ja estd em fase de testes a
implementacao desse mesmo algoritmo utilizando CUDA C que, em vez de realizar os
calculos em CPU, esses sao feitos em GPU (placas graficas NVidia).

A utilizacao da GPU nos testes ja realizados podera trazer muitos beneficios em
termos de tempo de resposta e uso de memoria quando for necessario o agrupamento
molecular (em especial para grandes conjuntos). Isto porque a melhoria, em tempo de
resposta, tem sido de mais de setecentas vezes. E o uso de memoria (antes, fator limi-
tador ao agrupamento de até cinquenta mil moléculas por vez), os testes apresentaram
melhoria de mais de vinte mil vezes.

Apos a finalizacao dessa nova abordagem, espera-se a utilizagao da maquina dis-
ponivel e que tem uma placa GPU Tesla K40M, dentre outras que também possuem
essa mesma placa, porém, nao sao partes componentes da estrutura fisica do EasyVS

atualmente.

6.1.2 Utilizacdao de mais laminas do cluster

O EasyVS esta alocado em duas méaquinas dedicadas, entretanto, essas sao algu-

mas das maquinas/laminas que compée o cluster Beowulf, localizado na Universidade

Federal de Itajuba (UNIFEI).
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Espera-se, em um futuro préximo, que o EasyVS possa utilizar do poder de
processamento do cluster, que possui 192 niicleos de processamento, 40TB de HD e
cinco GPU Tesla K40M (cada uma com 2.880 CUDA cores), dispostos em laminas
conectadas por uma rede InfiniBand.

Os ganhos com relacao ao acesso a essa estrutura poderao ser perceptiveis nao
somente no agrupamento molecular (que podera executado nas placas graficas e para
cada conjunto de moléculas escolhida pelo usuério), mas também no docking (que

utiliza muito processamento de CPU) e no tempo de resposta do servidor.

6.1.3 Testes com outros fingerprints

O EasyVS utiliza, no presente momento, somente o MACCS166 [Durant et al.,
2002| como fingerprint para o agrupamento das moléculas. Apds a conclusao da nova
abordagem para agrupamento, utilizando GPU, serao testados outros fingerprints com
maior quantidade e variedade de features, possibilitando maior precisao e, consequen-

temente, consumindo mais tempo de processamento e memoria.

6.1.4 Classificacdo de moléculas como ions ou artefatos de

cristalografia

Os trabalhos de Strémbergsson & Kleywegt [2009] e Carolan & Lamzin [2014]
listam diversas moléculas que poderiam ser separadas das demais, uma vez que esses
trabalhos as colocam em um conjunto de moléculas que nao se caracterizariam como
ligantes (sendo essas artefatos de cristalografia ou carboidratos).

Essa categorizacao ainda nao foi incorporada ao Easy V'S pois necessita de maiores

estudos para que resultados validos nao sejam desconsiderados.

6.1.5 Sincronizacdo com o RCSB

Todas as moléculas depositadas no RCSB PDB [Berman et al., 2000] estao dis-
poniveis para uso no EasyVS a partir do momento em que o usuério solicita a sua
utilizagao. No primeiro acesso a molécula é obtida do RCSB PDB e salva nos servi-
dores locais. Pretende-se sincronizar, em tempo real, as proteinas do EasyVS com o
RCSB PDB de forma que o usuério nao espere o download e processamento das mesmas
ap0s sua requisicao.

Também se espera armazenar todos os ligantes de proteinas do RCSB PDB, além

de todas as classificagbes das proteinas.
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6.1.6 Opcao por remover ou manter heteroatomos no docking

No vigente fluxo de utilizacao da ferramenta e seus algoritmos, todos os heteroa-
tomos sao removidos da proteina-alvo (do arquivo PDB original) durante o processo
de preparacao do receptor para o docking, como descrito na secao 4.5.

Uma funcionalidade que sera desenvolvida consiste em possibilitar ao usuario a
escolha de quais heterodtomos deverao permanecer ou ser removidos durante o método
de preparacao da proteina para o docking. Em especial, moléculas de dgua ou ions

presentes no sitio ativo da proteina ou localizados.

6.1.7 Aumento do nimero de execucoes do docking

Sabe-se que o AutoDock Vina [Trott & Olson, 2010] utiliza um parametro para
inicio da pesquisa por poses, denominado seed (semente). Esse é um valor aleatério que
¢ gerado antes da execucao do docking (podendo ser definido manualmente também).

A execucao do docking, para as mesmas estruturas proteina-ligante pode ser re-
alizado mais de uma vez (em duplicata, triplicata etc), sendo necessario a geragao de
um novo valor para a seed, j& que o mesmo valor, mantendo os demais parametros,
implica no mesmo resultado da execucao.

Pretende-se, em futuras versoes, possibilitar ao usuério a escolha de quantas vezes
ele deseja que cada docking seja executado, possibilitando maior variedade na pesquisa

de resultados para cada combinagao entre proteina e ligante.

6.1.8 Filtro de moléculas por carga total

O Passo 3 do EasyVS possibilita ao usuario o estabelecimento do espago quimico a
partir da escolha das bibliotecas de compostos em conjunto com a utilizacao de diversos
filtros contendo diversas propriedades fisico-quimicas.

Pretende-se aumentar a quantidade de parametros a serem utilizados pelo usuario
para melhor serem definidas as moléculas filtradas pelo mesmo. Inicialmente, além dos
sete filtros ja existentes, sera adicionado o valor de carga total e outros parametros

podem ser acrescentados conforme forem necessidade.

6.1.9 Busca por proteinas a partir do FASTA

J& existem alguns algoritmos internos do EasyVS que estao prontos para a re-

alizagao de busca e comparacao de proteinas utilizando da sequéncia de aminoacidos
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(arquivo FASTA), a partir do software BLASTp (aplica¢do do BLAST para comparagao
entre proteinas), conforme o trabalho de Camacho et al. [2009].
Pretende-se disponibilizar ao usuario essa funcionalidade para pesquisa de pro-

teinas nao somente a partir do PDB ID.

6.1.10 Acréscimo de outras bibliotecas de moléculas

Espera-se incorporar outras bibliotecas de compostos como o BindingDB [Gilson
et al., 2016] ao EasyVS. Ela contém um conjunto de dados sobre ligagdo de mais de
sete mil proteinas e mais de 650 mil pequenas moléculas. Juntamente com o PDBbind
[Wang et al., 2004], trara mais detalhes sobre os ligantes conhecidos das proteinas do
RCSB PDB.

Além da inserc¢ao dos demais compostos compraveis, disponiveis no Zinc 15 [Irwin
et al., 2012], ndo somente os que estdo em estoque, espera-se utilizagdo de outras
bibliotecas de compostos.

Esse recurso, juntamente com o refinamento dos resultados a partir da similari-
dade de um determinado composto (funcionalidade disponivel no ultimo passo do fluxo
principal de utilizagao do sistema), possibilitara ao usuéario o docking de moléculas se-

melhantes aos ligantes ja conhecidos.

6.1.11 Integracao ao pkCSM

O pkCSM [Pires et al., 2015| é uma ferramenta que utiliza uma assinatura ba-
seada em grafos para predizer propriedades farmacocinéticas e toxicidade - ADMET
(absorgao, distribuigao, metabolismo, excregao e toxicidade).

Pretende-se integrar o EasyV'S ao pkCSM de forma que o usuario tenha disponivel
mais informacgoes sobre cada molécula além das provenientes das bases de moléculas
originais e do RDKit.

6.1.12 Integracdo ao CSM-lig

De maneira semelhante ao pkCSM, estuda-se a integracao do EasyVS com o
CSM-lig |Pires & Ascher, 2016], mas, nesse caso, provendo dados sobre a afinidade da

proteina com o possivel ligante sugerido pelo EasyVS.
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