D
B

c ON
~OLNVS O

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE t |
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA -1€£Noing
BIOINFORMATICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO Blo

ATRACAMENTO
MOLECULAR

Ivana Alece Arantes Moreno
Julia de Assis Pinheiro
Pablo Viana Oliveira
Tamires dos Santos Vieira

VITORIA
2018




Atracamento Molecular
e Interaciao entre macromoleculas

Proteina - peptideo

Proteina — proteina DNA — proteina

e Macromolécula e pequena molécula ligante I:> agonista/antagonista ou substrato/inibidor

Proteina — pequena molécula

e Estimar como duas moleculas interagem
Figura 1-9: Exemplos de complexos
N _ moleculares: (A) chaperona GrotEL (PDB ID
A afinidade dessa ligagao depende de uma fungao de 1AON), (B) complexo DNA com proteina DMT1

(PDB ID 3PT6E) e (C) complexo da enzima HIV-1

. ~ 4 . . .
avaliagao e dos metodos computacionais aplicados protease com o Inibidor indinavir (PDB ID
[Guedes et al 2013] THSG). As verstes menores em B e C estao
) ) em escala com A.



Atracamento Molecular

Atracamento molecular (Molecular Dockin g)

e Técnica computacional dedicada a previsao do modo de liga(;éo e
dos detalhes do reconhecimento molecular protel'na—protel'na e

re ceptor—li gante.
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Figura 2-9: Emprego do metodo de
atracamento molecular na predicao do modo
de ligacao do GTP ao seu sitio de ligacao na

proteimna c-H-ras p21.

Pesquisas assocliadas a saude e a biotecnologia.



Reconhecimento Molecular

o Metodologias computacionais baseadas no modelo chave-fechadura.

B -
LIRS -+ -

i Blocd=sles chave  Fechoodusa

e Tanto o ligante quanto a proteina sao flexiveis, podendo modificar a sua

conformagao durante o processo de formagao do complexo receptor-

ligante (ajuste induzido).
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Reconhecimento Molecular

Flexibilidade da Proteina

Figura 3-9: Graus de flexibilidade do receptor: (A) mobilidade do esqueleto peptidico da enzima
protease do HIV-1, (B) diversas conformacdes de alca no sitio de ligacdo do ATP & enzima MAP
cinase p38, e (C) mudanca conformacional da cadeia lateral de residuo na enzima cinase JNK3,
influenciada por diferentes inibidores.



Reconhecimento Molecular
e Atracamento proteina-ligante: modelos de encaixe induzido e selegao conformacional;

e direcionar as metodologias para fornecer um tratamento adequado;
Reconhecimento

e desafio das metodologlas de atracamento. e

1

estruturais




Reconhecimento Molecular

e Caracteristicas fisico-quimicas: definem o grau de afinidade e de
especificidade do ligante pela proteina relacionadas com as interagoes

intermoleculares existentes no complexo;

o Caracteristicas estruturais: associadas aos arranjos espaciais moleculares.

Ligantes e proteinas com alta afinidade

Interagoes repulsivas entre

el Alta complementaridade de O ligante geralmente o liga

ligante e proteinas sao

. . \
complementaridade estérica, propriedades associadas as em uma conformagao

.
superficies de contato moleculares energeticamente favoravel. minimizadas.

proteina e ligante alta
porcentagem de superficies de (tanto eletrostatica (polaridade)

contato moleculares, definidas quanto relacionada a

pelos raios de van der Waals complementaridade de regides

atomicos, em contato pr(')ximo. hidrofébicas).



Métodos de Atracamento

Problema de atracamento

i) investigacao e predicdao da conformacao e orientacdo de uma molécula
ligante no seu sitio de complexacao;

ii) predicao da afinidade em um complexo receptor-ligante.

Scoring




Métodos de Atracamento

Programas
Portal Programa de
atracamento
SwissDock EADock DSS
DockingServer AutoDock
DockThor Portal DockThor
1-Click Docking AutoDock Vina
DOCK Blaster DOCK
Docking At UTMB AutoDock Vina
ParDOCK Metodo de Monte Carlo
PATCHDOCK PatchDock

MEDock MEDock



PDB Statistics: Overall Growth of Released Structures Per Year

umber of Enfries

Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

B Number of Structures Released Annuaily [l Total Number Availablie
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Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

Salt removing Optical isomers (enantiomers) generation

Registered Modified

Tautomers generation

Registered _ Modified

Modified



Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

||i"'-’=%?' e
== Transformacio 30 "-:..H,..'e-l__ 5 ,-ﬂ::—..“

CORINA
CONCORD
OMEGA

Balloon
Multiconf-DOCK.



Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

« Prever os sitios de ligagao:
o analises GEOGRAFICAS e VOLUMETRICAS;
« Cavidades (FINDSITE, SURFNET e LIGSITE);
« Energias de interagcao (Q-SITEFINDER e GRID);
« Uso de propriedades p/ busca de padroes (webPDBinder);

o« Procura de erros:
« WHAT_IF, MOLPROBITY e PROCHECK.



Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

Possiveis erros:

. auséncia de atomos e/ou residuos;
« mau posicionamento de cadeias laterais;

. presenca de duas ou mais conformacdes para um residuo
ou conjunto;

« conformacodes nao nativas.



Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

e Estado d
protona¢ » -
S Estados de 5=
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« Tautomeria.



Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

Graus de liberdade




Métodos de Atracamento

Preparacdo do sistema

Esboco do processo de acoplamento molecular

FONTE: Ferreira et al. Molecular Docking and Structure-Based Drug Design Strategies. Molecules. 20,
13384-13421, 2015. doi:10.3390/molecules200713384



Métodos de busca

Método de busca

Sistematica Um conjunto de valores € estabelecido para cada grau de liberdade.
O objetivo é explorar de forma combinatéria todos os graus de
liberdade da molécula durante a busca.

Deterministica Dado um mesmo estado inicial de entrada, € obtido sempre o
mesmo resultado de saida. Métodos de simulacdo por dindmica
molecular e métodos classicos de minimizacdo de energia séo
exemplos.

Estocastica O processo de otimizagdo envolve movimentos aleatérios
associados aos graus de liberdade. Este fato implica na
possibilidade de se obter diferentes resultados como saida para um
mesmo estado inicial de entrada.



FUNCOES DE AVALIACAO

Funcoes de busca —> Varias
conformacoes

Avaliar a qualidade e verificar a
afinidade com o receptor.

Precisa ser capaz de ordenar

ligantes:

Previsao do modo de ligacao
Triagem virtual

Predicao de afinidade

FUNCOES DE
AVALIACAO

U

MELHOR
CONFORMACGAO



FUNCOES DE AVALIACAO

e Estas funcoes sao modelos matematicos
— geralmente lineares,
— propriedades fisico-quimicas
— Relacao de molécula ligante + receptor.

* Variam:
— Numero e tipo de termos
— Complexidade matematica
— Forma de parametrizacao

Custo

 Tipo de funcdo: computacional

— Simples
— Complexa




FUNCOES DE AVALIACAO DE ATRACAMENTO MOLECULAR RECEPTOR- LIGANTE

 Podem ser classificadas em trés tipos:
— Campo de forga,
— Empiricas
— Conhecimento




CAMPOS DE FORCA

e Utilizam modelos fisicos
 Soma das energias de interacdo entre os ligantes e a proteina.

e Os termos de energia sao divididos em termos:

% N3o-ligados > associados a interacdes de van der  EFF Alcanos
Waals, eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio. MM3 Geral
CVFF Geral
¢ Ligados > representando normalmente a energia Tripos Geral
associada a tor¢ao de ligagdes quimicas. MMFF Geral
Dreiding Geral
Amber Proteinas, acidos nucleicos, carboidratos
CHARMM Proteinas
GROMOS Proteinas, acidos nucleicos, carboidratos

MOMEC Compostos de coordenacao




FUNCOES EMPIRICAS

Complexos receptor-ligante com estruturas tridimensionais e
afinidades conhecidas.

Ajuste para maior acuracia.

Diferenciacao — Numero de termos utilizados para modelar as
equacoes

ChemScore X-Score GlideScore




BASEADAS EM CONHECIMENTO

» Estas funcdes sao construidas a partir de analises estatisticas

» ATOMOS = RECEPTOR-LIGANTE = EXPERIMENTAL
» Potenciais de forca média (potentials of mean force, PMF)

<

L)

L)

<

L)

o,

* Termos derivados de interacdes especificas pré-definidas.

e Com isto, as funcbOes baseadas em conhecimento tendem a
capturar efeitos de interacoes mais especificas e de modelagem
mais complexa.




BASEADAS EM CONHECIMENTO

DESVANTAGEM VANTAGEM

e Dependem de um conjunto de ¢ Simplicidade de seus termos
treinamento bastante amplo para a
parametrizacao. e Rapidas comparadas as funcoes
empiricas.
* Interacdes podem estar mal
representadas

* Uso destas funcgoes restrito.

Ex.: DrugScore, RF-Score e PMF.




FUNCAO AVALIACAO
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®

* Nao existe um func¢do de avaliacao universal _. ffg%
( p~ 4- ¢

* Para obter maior eficiéncia e confiabilidade:

— Utilizar a funcao de avaliacao que mais se adequa ao problema
a ser pesquisado.

— Redocking

e Andlise qualitativas = Deteccdo de falsos-positivos




FLEXIBILIDADE DA PROTEINA

* Desafio = Atracamento molecular

* Impulsao de desenvolvimento de novas metodologias:

— Importancia no estudo de farmacos: Receptor +Ligante

— Algoritmos computacionais: Maior possibilidade.




FLEXIBILIDADE DA PROTEINA

Movimentos locais = cadeias laterais de
residuos de aminoacidos

Movimentos de média escala = rearranjo
de alcas ou reposicionamento de hélices

Movimentos de grande escala 2
Dominios da proteina.

Figura 3-9: Graus de flexibilidade do receptor: (A)mobilidade do esqueleto peptidico da enzima protease do HIV-1, (B)
diversas conformacgdes de al¢a no sitio de ligacdao do ATP a enzima MAP cinase p38, e (C) mudang¢a conformacional da
cadeia lateral de residuo na enzima cinase JNK3, influenciada por diferentes inibidores.



FLEXIBILIDADE DA PROTEINA

* Tipo de movimento determina a metodologia empregada.

i. Meétodos associados ao mecanismo de encaixe induzido

ii. Métodos associados ao mecanismo de conjunto de conformacdes
(ensemble docking, em inglés)

iiil. Métodos hibridos, que levam os dois tipos de mecanismos e procuram
considerar um amplo espectro de movimentos N

S




METODOS ASSOCIADOS AO MECANISMO DE ENCAIXE INDUZIDO

e Algoritmo de otimizacao local é utilizado para introduzir certa
acomodacao proteina-ligante no processo de atracamento

s*Baseados na minimizacao do gradiente
**Monte Carlo

Reinvestigar as configuracoes

\

ligante-proteina geradas durante
o processo de busca.




METODOS ASSOCIADOS AO MECANISMO DE ENCAIXE INDUZIDO

PROGRAMA CARACTERISTICAS

Prodock

ICM/IFREDA

AutoDock4 e
GOLD

ROSETTALIGAND

utiliza a minimizacao por gradiente durante o processo de busca
para incorporar a flexibilidade em regides da cadeia principal da
proteina.

utiliza o método de Monte Carlo seguido de minimizacao de
energia para otimizar cadeias laterais e/ou partes flexiveis do
esqueleto peptidico.

utilizam algoritmos genéticos para introduzir flexibilidade nas
cadeias laterais de residuos.

utiliza o método de Monte Carlo para explorar simultaneamente os
graus de liberdade associados ao ligante, as cadeias laterais dos
residuos e ao esqueleto peptidico da proteina.




METODOS ASSOCIADOS AO MECANISMO DE CONJUNTO DE CONFORMAGCOES

» S3o considerados movimentos de grande e larga escala;

e Usam um numero discreto de conformacoes representativas da
flexibilidade da proteina.

* Podem ser obtidas utilizando as técnicas de:

s Difracdo de raios-X e/ou RMN.

seUtilizar modelos gerados por técnicas de predicdo de
estruturas de proteinas = Simulacdes de DM ou utilizando a
técnica de modos normais.




FLEXIBILIDADE DA PROTEINA

> ,\'j /

Ha eV|denC|as S|gn|f|cat|vas gue associam o uso de MULTIPLAS
CONFORMACOES ao aumento significativo da probabilidade de
obter SUCESSO em estudos de ATRACAMENTO MOLECULAR.

W |

Figura 7-9: Atracamento molecular utilizando
conjunto de conformacdes (adaptado de Guedes
e colaboradores, 2013).




DIFERENCIACAO DOS METODOS

e Trés questdes importantes que se colocam a respeito destas
abordagens e que diferenciam os diversos métodos descritos na
literatura:

i. como utilizar as diversas conformacdes da proteina;
ii. como gerar e selecionar as conformacdes da proteina;

iii. como ordenar os compostos considerando os atracamentos dos
ligantes nas diversas conformacoes da proteina.




UTILIZACAO DAS CONFORMACOES

e Considerar cada conformacao da proteina como rigida

* Agrupamento por semelhanca ou construgéo de clusters:

* Grades de energia combinadas.




GRADES DE ENERGIA

" Figura 8-9: Representacdo de uma grade de energia cubica
#" centrada no sitio de liga¢do do inibidor indinavir da protease do
HIV-1, com as dimensdes de cada eixo (dX, dY e dZ).

k'




GRADES DE ENERGIA

PROGRAMA OBSERVACOES

DOCK Primeiro a implementar conjuntos de grades de energia para a
inclusao da flexibilidade da molécula receptora.

FlexE Cada ligante é atracado em <cada uma das conformacdes
representativas da flexibilidade da proteina.

OUTROS PROGRAMAS QUE USAM GRADE DE ENERGIA
GOLD, Glide, AutoDock Vina e DockThor




ii. GERACAO DE CONFORMACOES DA PROTEINA:

*Flexibilidade local de um receptor

*Movimentos de mais larga escala

*Modos de ligacdo podem ser obtidos —2>
resultados experimentais ou de simulacdes de
atracamento molecular.




iii. ORDENACAO DOS COMPOSTOS

 Nao é tarefa facil — Grande desafio

s Utilizar a média das energias dos ligantes com relacdo as multiplas
conformacodes da proteina.

s*Considerar a melhor/menor energia obtida por um ligante ao interagir
com determinada conformacdo = Possibilidade de novos farmacos.




TRIAGEM VIRTUAL (virtual screening)

Metodologia de atracamento molecular em larga
escala, através da qual muitos ligantes sao
avaliados no sitio de ligacao de um receptor;

Busca de moléculas candidatas a novos farmacos;

— rapidas, eficazes e de baixo custo.

Complementar os resultados obtidos pela triagem
experimental (high-throughput screening);

Bancos: ZINC, BindingDB, PubChem, SuperNatural e
ChEMBL.

Fonte: http:/openzika.ufg.br/help-to-fight-zika/?lang=pt-br




Crucial in early st

rojects — saves i
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Energy
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N
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Jacob et al. PLoS Comput. Biol. 8, 1002499 (2012). Energy

Fonte: https://www.youtube.com/watch?v=ST-v5PbyVPY

Binding Site  Docking
Receptor Identification & Scoring
Selection & -

Library Preparation Experimental
Design & t““,,.hased drug ¢es!e Testing
Preparation "ﬂ“" % -

Post-
processing

Biological f
Target

Fonte: https://www.nature.com/articles/aps2009159



Como escolher os ligantes?

* Propriedades fisico-quimicas definidas pelo usuario;

— Ex.: numero de ligacdes rotacionaveis e logP ou, em alguns deles,
desenhar o fragmento desejavel na estrutura dos ligantes;

— objetivo de reduzir o numero de compostos a serem analisados pela
triagem virtual, especificando o perfil desejado para estes ligantes.

* Geralmente o banco fornece uma tabela com as principais
propriedades quimicas dos compostos;

— Construcao de uma biblioteca de ligantes propria - FAF-Drugs.




Metodologias

Baseadas na estrutura do Receptor (structure-based)

e Com base na estrutura tridimensional do ligante;

e Mais utilizado quando a estrutura tridimensional da molécula receptora esta

disponivel com boa qualidade;

Baseadas na estrutura do Ligante (ligand-based)

e Quando nao é possivel obter a estrutura tridimensional do receptor;

e Esta abordagem consiste na anadlise de similaridade de propriedades estruturais e

fisico-quimicas de compostos ativos e inativos.

eestudo da relacdo estrutura-atividade (SAR, structure—activity relationship ou QSAR,

quantitative structure—activity relationship) e a modelagem farmacoférica.




Validacao do Protocolo

Avaliar se o método de busca
e a funcdo de avaliacao
escolhidos sdao capazes de
reproduzir o modo de ligacao
experimental de compostos
originalmente complexados
com o receptor alvo.

Analise que deve ser feita é a
capacidade de o protocolo
diferenciar as moléculas
ativas das inativas,
conhecidas como casos falso-
positivos
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i Apps G Google n Facebook @ .:Biblioteca da Univ " Revista Pesquisa Fap- [ Processo Seletivo 207 W% Mestrado | Pro-Reito 385 Sci-Hub: remaoving b (@ My English Online - » Outros favoritos

¢ istar: software as a service ¢ ¢+ idock: structure-based virtual screening #% USR: ligand-based virtual screening

iview: interactive WebGL visualizer igrep: DNA sequence matching @ icuda: introduction to CUDA

§:idock

structure-based virtual screening powered by fast and flexible ligand docking

idock is also available as a standalone tool for users to run locally on their computers with their own
screening library

Submitted jobs

Description Compounds Submitted Status Progress Result
TOR_330~330 962,442 2018/03/04 2311815 Clueued for execution 0.00000% &)

TOR_331~330 906,079 2018/03/04 23:19:09 Clueued for execution 0.00000% &)
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CONSIDERACOES FINAIS

e A descoberta e planejamento de novos farmacos é um

processo muito caro e muito demorado.

— novo farmaco ao mercado sao necessarios de 10 a 20 anos e o custo

estimado é de cerca de 800 milhoes de ddlares.

* Abordagens in silico que possam reduzir estes custos e acelerar
o processo de descoberta e planejamento de novos farmacos;

— moléculas que foram descobertas/otimizadas utilizando técnicas
computacionais e que estao na fase de ensaios clinicos ou que ja

foram aprovadas para uso terapéutico.




CONSIDERACOES FINAIS

E possivel prever que, no futuro, metodologias computacionais
mais sofisticadas terao um papel cada vez mais destacado em
estratégias de planejamento racional de farmacos.
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