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Resumo

As competéncias do profissional farmacéutico que envolvem a pesquisa de novos medicamentos
tém tomado lugar de destaque. Uma técnica amplamente empregada para reduzir custos e
potencializar a chance de sucesso nesse processo consiste na modelagem molecular computacional
(in silico). Dada a importancia dessas ferramentas na formagdo do farmacéutico, o presente
trabalho objetivou relatar a aplicagdo de uma metodologia didatica de aulas praticas que ilustram
sua aplicacdo no contexto de um componente curricular do curso de Farméacia. Em sala, equipes
de 3 a 4 alunos foram formadas e foi solicitado a cada equipe a selecdo de um alvo farmacoldgico.
As coordenadas atémicas do alvo em complexo com um inibidor foram obtidas pelos discentes a
partir do Protein Data Bank, que procederam com a submissdo do complexo cristalografico ao
servidor PDB2PQR para adicéo de 4&tomos de hidrogénio a estrutura do alvo. As coordenadas do
inibidor co-cristalizado foram utilizadas para a delimitacdo do espaco para um acoplamento
molecular, executado pelo programa on-line Dockthor. A avaliacdo da performance do Dockthor
foi realizada através do redocking (re-acoplamento) e investigacdo da sua capacidade em
discriminar ligantes ativos de ndo ativos. Por fim, os estudantes propuseram novas moléculas
candidatas a farmacos e avaliaram sua afinidade frente ao alvo, através do protocolo discutido,
comparando os resultados com o ligante cristalizado ao alvo. Concluiu-se que a metodologia se
mostrou Util para ilustrar a aplicacdo de ferramentas in silico no ensino de competéncias referentes
a Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos para o Curso de Farmaécia.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil vive um movimento de intensa reestruturacdo da profisséo
farmacéutica, o que envolve a formacao e a préatica dos profissionais da saude em favor do bem-
estar e da qualidade de vida das pessoas (CONAMA, 2017). Todavia, além de estabelecer e
otimizar o elo entre o paciente e 0 medicamento no processo saude doenca, o perfil do profissional
farmacéutico engloba todas as etapas que envolvem o medicamento, desde o seu planejamento até
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sua dispensacéo, logo, toda essa multiplicidade de competéncias que sdo exigidos para o exercicio
da profissdo guia os componentes curriculares da graduacdo na formagéo dos estudantes.

Nesse contexto, as competéncias que envolvem o planejamento de novos medicamentos tém
recebido grande destaque, 0 que em grande parte se deve a recente demanda por vacinas para o
enfrentamento da COVID-19. Outro avanco recente que ilustra a importancia e avango nessa area,
consiste na Tirzepatida, um composto muito promissor que promete revolucionar o tratamento do
diabetes mellitus tipo 2, no combate a resisténcia microbiana, dentre outras (SABE et al, 2021).

No processo de desenvolvimento de um novo farmaco, uma abordagem amplamente utilizada
envolve a tentativa de modulacdo de alvos terapéuticos/farmacoldgicos, fundamentais para a
progressdo da doenca. Pequenas moléculas candidatas a novos farmacos sdo entdo projetadas e
testadas frente a estrutura alvo em questdo. Essa estratégia foi utilizada, por exemplo, durante o
planejamento do anti-hipertensivo propranolol, desenvolvido por James Black e colaboradores,
que teve como base a premissa de que antagonistas seletivos de receptores b-adrenérgicos teriam
propriedades hipotensoras. Dessa forma, partindo da estrutura da adrenalina, agonista natural do
alvo, como prot6tipo, Black formulou a hipotese de modifica-la estruturalmente de maneira a obter
antagonistas seletivos (BARREIRO, 2015, p. 184).

Todavia, testes laboratoriais para identificacdo de substancias moduladoras dos alvos
farmacoldgicos sdo muito dispendiosos, de forma que o conhecimento de técnicas que otimizem
esse processo de testagem é fundamentais para reducdo dos custos dessas etapas e, portanto,
igualmente importantes que o profissional farmacéutico tenha dominio sobre suas possibilidades.
Uma das técnicas mais empregadas para potencializar a descoberta de novas substancias ativas no
desenvolvimento de fArmacos, e reduzir os custos do processo, consiste em métodos de modelagem
molecular computacionais, também denominados de métodos in silico. Uma grande vantagem da
aplicacdo dessa técnica consiste na possibilidade de simulacGes de interacBes entre candidatos a
novos farmacos e seu alvo farmacologico de forma tedrica no computador, permitindo a triagem,
planejamento e priorizacdo de candidatos a farmacos a serem encaminhados para os testes em
bancada, aumentando as chances de identificacdo de atividade farmacologica (RODRIGUES et al,
2012; BARREIRO et al, 1997).

Exemplo do sucesso do emprego da estratégia in silico na descoberta de farmacos resultaram em
medicamentos quimioterapicos disponiveis para o0 tratamento do cancer, a exemplo do
Darolutamide, um potente antiandrogénico utilizado no tratamento do cancer de prostata (LIU, S.
et al, 2018) e do Fedratinib, um inibidor da tirosina quinase usado na clinica para tratar doencas
mieloproliferativas ( CONSTANTINESCU, 2009).

A abordagem in silico de simulacgdo e predicdo da afinidade e interacbes quimicas entre pequenas
moléculas candidatas a farmacos e a estrutura do alvo farmacol6gico segue a linha do
Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura do Receptor (do inglés, Structure Based Drug
Design—SBDD). A técnica in silico denominada de acoplamento ou, do inglés, Docking molecular
é a abordagem mais amplamente utilizada em trabalhos nessa tematica (TEMML, KUTIL, 2021).
Diversos programas de acoplamento molecular estdo atualmente disponiveis para utilizacéo, a
exemplo do Autodock 4.2 (KNEGTEL; KUNTZ; OSHIRO, 1997), Autodock Vina (TROTT,;
OLSON; 2010), Glide (RUDDEN; DEGIACOMI, 2019), GOLD (RUDDEN; DEGIACOMI,
2019), dentre outros. Alguns reviews de avaliacdo de programas de acoplamento destacam a boa
performance de programas como GOLD, cuja licenca para a utilizacdo é paga (WANG et al, 2016).
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O programa DockThor tem também sido destaque pela sua utilizacdo em trabalhos focando
inclusive o planejamento de farmacos contra alvos terapéuticos do SARS-CoV-2 (GUEDES et al,
2021).

A utilizacdo dessa técnica de forma integrada no processo de otimizacdo de propriedades
moleculares de compostos candidatos a farmacos é um exemplo de abordagem muito utilizada.
Nessa estratégia, os dados obtidos do acoplamento molecular sdo validados mediante avaliacdo
bioldgica com testes in vitro frente ao alvo farmacoldgico, o que conecta os experimentos teoricos
com a observacao pratica. Diversos exemplos da aplicacdo exitosa de programas de acoplamento
na otimizacdo de compostos prot6tipos sdo descritos, a exemplo do uso do programa GOLD para
otimizacdo de candidatos a antiinflamatdrios frente a estudos contra a ciclooxigenase, cujos dados
foram validados por ensaios celulares (CHEUNG et al, 2018). Pode-se citar também o emprego
do programa Sybyl na otimizacdo de candidatos a farmacos contra HIV frente a estudos contra a
transcriptase reversa, cujos dados foram validados mediante ensaios enzimaticos (MAI et al,
2001).

Dada a importancia do emprego dos métodos in silico para o planejamento de farmacos, se
fundamenta a magnitude em demonstrar sua aplicabilidade no ambiente académico para a
formacao do profissional farmacéutico. Nessa perspectiva, um desafio encontrado é como abordar,
de forma eficiente, essas ferramentas e ilustrar sua aplica¢éo no planejamento de farmacos, visando
a capacitacdo critica do estudante de Farmacia. Diante do exposto, no presente trabalho
apresentamos uma proposta metodologica de aulas praticas com o objetivo de ilustrar a utilizacéo
das técnicas in silico aplicadas no planejamento de farmacos, no contexto de um componente
curricular do curso de graduagdo em Farmécia.

2. METODOLOGIA

No presente estudo, a metodologia didatica proposta para exemplificar a utilizacdo de
técnicas in silico no planejamento de farmacos foi aplicada as turmas de discentes do componente
curricular Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos do Curso de Bacharelado em Farmacia da
Universidade do Estado da Bahia, durante os semestres letivos 2021.2 e 2022.1. Os alunos foram
divididos em equipes de 3 a 4 componentes e foi solicitado a cada equipe a sele¢édo de um alvo
farmacol6gico de uma lista pré-definida, dentre os salvos disponiveis na area “Targets” da
plataforma DUD-E (SILVA et al (2019); http://.pdb2pgr.com.br), para melhor delimitacdo e
direcionamento. Foi solicitado a cada equipe a preparacdo de uma apresentacdo explicando a
patologia envolvida com o alvo escolhido, a necessidade de novos farmacos para a referida
patologia bem como as razGes que tornam o alvo promissor para o desenvolvimento de um novo
farmaco.

Ap0s isso, considerando a abordagem de Planejamento de Farmacos Baseado na Estrutura dos
Ligantes (LBDD, do inglés Ligand Based Drug Design), as coordenadas do alvo farmacologico
foi obtida do Protein Data Bank (PDB) (HAMILTON (1971); https://www.rcsb.org/). A selecéo
da estrutura do alvo farmacoldgico no PDB seguiu o cddigo identificador sugerido pelo DUD-E
na area “Targets” da plataforma (MY SINGER et al (2012); http://dude.docking.org/), uma vez que
a estrutura contém um ligante co-cristalizado, cujas coordenadas e estrutura quimica séo utilizadas
em etapas posteriores.
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Para prosseguimento, os alunos foram orientados a submeter a estrutura do alvo farmacologico
obtido do PDB a plataforma PDB2PQR (JURRUS, 2018;
https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) para adi¢do de &tomos de hidrogénio, uma vez que
a estrutura oriunda do PDB é fornecida sem tais &tomos. Também foi solicitado aos discentes que
identificassem na literatura a informacdo do pH do meio biolégico especifico no qual o alvo
farmacologico esta inserido, para registrar essa informacéo na plataforma PDB2PQR no momento
da adicdo dos atomos de hidrogénio.

O programa PDB2PQR, por sua vez, consiste numa plataforma que automatiza importantes
processos necessarios a preparacdo de estruturas quimicas para simulacBes de interacOes
biomoleculares. Para o presente caso, utilizamos a capacidade do programa de adicionar atomos
de hidrogénio e defini¢do de estados de protonacdo dos aminoacidos dos alvos moleculares, sob o
pH informado. Como resultado, um arquivo na extensdo .PQR é gerado pelo programa. Esse
formato de arquivo consiste numa variacdo do formato PDB, que contém todas as informacdes do
formato PDB além de diversas informacfes adicionais como dados de cargas atdmicas que,
embora ndo utilizadas no presente trabalho, sdo Uteis em diversas outras aplicacfes, como em
calculos de dindmica molecular. (JURRUS, 2018).

O arquivo da estrutura do alvo farmacoldgico contendo os 4tomos de hidrogénio fornecido na
extensdo .pgr foi posteriormente convertido para o formato .pdb através do servidor BioComp
(https://datascience.unm.edu/tomcat/biocomp/convert ), formato compativel como programa de
acoplamento utilizado.

De posse da estrutura do alvo farmacoldgico preparada para os célculos de acoplamento, o
programa Chimera (PETTERSEN et al, 2004; https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html)
foi na sequéncia utilizado para delimitacdo das coordenadas espaciais do sitio de ligacdo a ser
considerado para os célculos de acoplamento molecular posteriores. Estas, por sua vez, foram
definidas a partir das coordenadas do ligante co-cristalizado a estrutura do alvo farmacoldgico.
Para tanto, o arquivo contendo as coordenadas do ligante foi obtido no site do PDB, na pégina
referente a estrutura do alvo, no campo Small molecules e na op¢do Download Instance
Coordinates”. O arquivo do ligante no formato .mol2 obtido com os passos acima ¢ aberto no
programa Chimera (PETTERSEN et al, 2004; https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html)
simultaneamente com a estrutura preparada do alvo farmacoldgico, permitindo utilizar as
coordenadas do ligante para a delimitacdo das coordenadas de acoplamento no Chimera através
do modulo Surface/binding analysis>Autodock Vina.

A etapa seguinte consistiu na realizacdo dos calculos de acoplamento molecular, o quais foram
desenvolvidos através do programa on-line Dockthor (GUEDES et al, 2021,
https://www.dockthor.Incc.br/v2/). O primeiro célculo de acoplamento foi realizado para o proprio
ligante presente na estrutura cristalografica. Para tal, os alunos sdo orientados a fornecer os
arquivos da proteina apds a preparacdo, do ligante co-cristalizado obtido do PDB (HAMILTON,
1971; https://www.rcsb.org/), bem como das coordenadas de acoplamento obtidas com o Chimera
(PETTERSEN et al, 2004; https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html). A partir dos
resultados desse primeiro calculo com o ligante co-cristalizado, se comparou a pose do ligante
gerada no calculo de acoplamento com a pose biolégica do mesmo ligante, conforme encontrada
na estrutura cristalografica (redocking). O desvio entre as duas geometrias foi mensurado atraves
do valor de RMSD, com auxilio da propria plataforma do Dockthor (GUEDES et al, 2021;
https://www.dockthor.Incc.br/v2/).
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A partir disso, os alunos foram orientados a levantar uma lista de 5 compostos ativos e 50 inativos
(decoys) a partir do servidor DUD-E (MYSINGER et al (2012); http://dude.docking.org/) a fim
de avaliar a capacidade do programa de acoplamento em identificar as coordenadas dos &tomos do
ligante no Dockthor (GUEDES et al (2021); https://www.dockthor.Incc.br/v2/). A partir dos
resultados, se simulou, em menor escala, a avaliacdo da performance do software no
reconhecimento e diferenciagdo entre compostos ativos e inativos, através da equacdo 1, de
percentual de recuperacdo de compostos ativos. Na sequéncia, foi solicitado aos alunos que
propusessem novas moléculas candidatas a farmacos a partir de modificacbes na estrutura do
ligante co-cristalizado a estrutura do seu alvo farmacoldgico no PDB. A proposta era que as
modificacOes realizadas explorassem melhor o sitio de ligacdo na estrutura do receptor. Para tanto,
os alunos foram orientados a observar no moédulo “3D view” da pagina do PDB
(https://www.rcsh.org/3d-view/3CEN) referente a estrutura cristalogréfica utilizada, as interagdes
que ocorrem entre o ligante o receptor para propor as alteracdes solicitadas.

Equacdo 1

% de recuperacio de . .

’ peray: =n" de com postos ativos entre 05 10 m elhores ponfua dos
com postos ativos

N® total de com postos ativos presentes

Os alunos desenharam de forma bidimensional os compostos propostos no programa
MarvinsChemAxon (https://marvinjs-demo.chemaxon.com/latest/demo.html), converteram os
arquivos para coordenadas 3D, salvaram os arquivos no formado mol2 e submeteram ao
acoplamento molecular pelo Dockthor (GUEDES et al, 2021; https://www.dockthor.Incc.br/v2/).
As interacOes entre o novo ligante e o receptor pela pose de acoplamento foram comparadas as
interagBes ligante-receptor presentes na estrutura cristalografica. Adicionalmente, foi solicitado
aos alunos que avaliassem teoricamente a biodisponibilidade oral do novo composto proposto
através do servidor SwisshADME.ch (http://www.swissadme.ch/). Ao final da disciplina, cada
equipe foi convidada a apresentar os resultados obtidos nas etapas executadas, até o candidato a
novo farmaco proposto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A titulo de exemplo para o presente trabalho, vamos ilustrar os resultados obtidos de uma
das equipes da turma que cursou o componente “Pesquisa ¢ Desenvolvimento de Farmacos” no
semestre letivo 2022.1. Os alunos integrantes da equipe elegeram o Fator XA de coagulagédo como
alvo terapéutico, uma enzima envolvida no processo fisiolégico da cascata de coagulacdo
sanguinea, sendo explorada como alvo para acdo anticoagulante em doencas tromboticas, onde a
hemostasia fica comprometida. Nesse quadro, distarbios de oclusdo das vénulas, arteriolas e
capilares podem gerar trombos. Dependendo do tamanho do trombo, héa risco de entupimento e
evolucdo para a condicdo de embolia pulmonar (FRANCO, 2001).

De forma resumida, o processo de coagulacdo decorrente de lesdes estruturais (injaria vascular)
ou alteracdes bioquimicas (liberagdo de citocinas) envolve complexas interagcdes entre proteases
plasmaéticas e seus cofatores, que culminam na génese da enzima trombina que, por proteolise,
converte o fibrinogénio soltuvel em fibrina insoltvel (FERREIRA et al, 2010).

As classes de medicamentos disponiveis para o tratamento de disfuncdes do sangue sdo os
inibidores plaquetarios, anticoagulantes e tromboliticos. Segundo Clark et al (2013), os inibidores
plaquetarios inibem a ciclo-oxigenase-1 (COX-1) ou blogueiam os receptores de GP lib/llla ou
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ADRP, interferindo, assim, no sinal que promove a aglutinacdo plaquetaria. Representantes da
classe sdo o &cido acetilsalicilico e clopidogrel. Os farmacos anticoagulantes inibem a acdo dos
fatores de coagulacdo (os inibidores de trombina, como a heparina e os farmacos heparina-
relacionados) ou interferem na sintese dos fatores de coagulacdo (os antagonistas da vitamina K,
como a varfarina). Os farmacos tromboliticos ativam a conversao do plasminogénio em plasmina,
uma serina-protease que hidrolisa fibrina e, assim, dissolve codgulos. Representantes desta classe
séo o0 estreptoquinase e alteplase.

As etapas de coagulacdo tanto pela via extrinseca (que envolve elementos pouco frequentes no
espaco intravascular) quanto intrinseca (iniciada por componentes presentes no intravascular)
convergem na ativacdo do Fator XA da coagulacdo (FRANCO, 2001), desencadeando a geracéo
de trombina e, subsequentemente, formacdo de fibrina (FERREIRA et al, 2010). Devido a
importancia do Fator XA ativado no processo de coagulacdo, essa enzima tem sido um alvo
farmacoldgico amplamente explorado e os anticoagulantes mais recentes introduzidos no mercado
incluem inibidores dessa enzima, como rivaroxabana (Xarelto), apixabana (Eliquis) e a edoxabana
(Lixiana, Savaysa).

A partir da definicdo do alvo e defesa da sua importancia pelos estudantes, estes seguiram para
obtencdo no Protein Data Bank das coordenadas atdmicas da estrutura cristalografica do Fato X
de coagulacdo ativado (Fator XA), a qual encontrava-se co-cristralizada ao farmaco inibidor
baseado no grupo antranilamida. Com o codigo identificador 3CEN no PDB, o grupo descreveu
brevemente a estrutura da proteina em complexo com o farmaco, a qual foi elucidada através de
difracdo de raio-X sob resolucéo de 1,6 A, sendo constituida por duas cadeias, uma leve com 234
aminoacidos e uma pesada com 52 residuos. A cadeia leve contem dominio GLA (gama-
carboxiglutamico) e dois dominios EGF1-EGF2 (semelhantes a fator de crescimento epidérmico).
(CORTE et al, 2008).

Figura 1. InformacGes referentes a estrutura cristalografica do Fator XA em complexo com inibidor baseado no grupo
antranilamida (PDB: 3CEN). (A) - Representacdo 3D da enzima Fator XA. A cadeia pesada da estrutura esta
representada na cor verde e a cadeia leve, na cor laranja. (B) - Estrutura quimica do inibidor co-cristalizado.

B

Rivoraxabano, o farmaco mais conhecido da classe, € um composto derivado da oxazolidiona que
inibe diretamente o fator XA e tem posologia Unica diaria. O rivaroxabano liga-se diretamente ao
centro ativo do FXa e bloqueia a interacdo com o seu substrato. Dessa forma, a inibicdo do FXa
atenua a formacdo de trombina — mas deixa imune a trombina existente, capaz de manter a
hemostase priméaria — e previne a conversdo de fibrinogénio em fibrina. (FLATO, 2011; SILVA,
2012).
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Prosseguindo, através do médulo 3D View do PDB, os discentes analisaram visualmente a
estrutura do alvo molecular a nivel tridimensional, com énfase na complementaridade molecular
entre farmaco e receptor, permitindo melhor compreensdo das principais interagdes
intermoleculares realizadas entre ligante e receptor para identificacdo dos grupos farmacoféricos
do farmaco. Na sequéncia, a estrutura do complexo farmaco-receptor foi recuperada do servidor
PDB2PQR (DOLINSKY, T.J. et al, 2007; https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) apds
adicdo dos atomos de hidrogénio sob pH 7,0 , a qual foi encaminhada juntamente a estrutura 3D
do inibidor acoplado obtida no PDB ao programa Chimera para a delimitacdo do espaco de
acoplamento molecular. Dessa forma, as coordenadas do ligante foram utilizadas para delimitacéo
do espaco de procura do docking, cujos valores encontrados foram = tamanho X (12.1517); Y
(11.1237) e Z (15.1804) e centro X (7.88097); Y (41.3361) e Z (61.0568).

De posse das estruturas da proteina e do ligante e das coordenadas do espaco de procura do célculo
de acoplamento, os alunos executaram o primeiro célculo de acoplamento com a estrutura do
inibidor baseado no grupo antranilamida frente ao sitio catalitico do Fator XA, através do programa
Dockthor (GUEDES, I.A et al (2021); https://www.dockthor.Incc.br/v2/). Através de discussdes
com a turma, foi esclarecido que a técnica de acoplamento ou docking molecular, por sua vez,
consiste na aplicacdo de algoritmos e funcbes de pontuacdo para predicdo tedrica da pose ou
geometria de ligacdo de um determinado ligante frente a um sitio catalitico, bem como da sua
afinidade frente ao alvo farmacoldgico em questdo, respectivamente. Discussdes ao longo da
disciplina foram necessarias para esclarecer os conceitos dessa técnica, bem como dos desafios
inerentes, uma vez que se trata de um método passivel de resultados inexatos e que carece de testes
e validacOes, antes da sua aplicacdo para o fim almejado. A capacidade de predi¢do dos modos de
ligacdo e afinidade de compostos que interagem com o sitio do ligante de uma proteina é um dos
maiores desafios do desenvolvimento de farmacos (RODRIGUES et al, 2012).

Prosseguimos entdo para analise dos primeiros resultados do calculo de acoplamento, onde se
investigou primeiramente a capacidade do programa em reproduzir a pose bioldgica do inibidor
acoplado no sitio de ligacdo da enzima, conforme estrutura cristalografica (redocking). Assim, o
RMSD (do inglés, Root Mean Square Deviation, cuja tradugdo para o portugués é Raiz Quadrada
do Desvio Quadratico Médio), que é um parametro que considera o desvio entre a orientacdo
cristalogréafica e a orientacio obtida pelo célculo de acoplamento, obteve o valor de 2,4 A. Quando
0 RMSD é inferior a 2A, costuma-se julgar que a solucdo encontrada pelo programa é satisfatoria
(MIZUTANI et al., 2006). Considerando os objetivos do presente trabalho, consideramos o valor
obtido pela equipe como aceitavel. Adicionalmente, o dado do acoplamento revelou um escore ou
afinidade de —-9640 Kcal/mol atribuido pela funcéo de pontuacéo do programa ao inibidor acoplado
frente ao Fator XA. Dessa forma, se considerou que o programa foi capaz de identificar a pose
bioldgica do farmaco frente ao Fator XA.

Prosseguindo com a avaliacdo da performance do programa, se procurou investigar se 0 mesmo é
capaz de atribuir corretamente as afinidades de ligantes ativos e inativos frente ao alvo
farmacoldgico, por meio da atribuicdo do escore de acoplamento. Rodrigues et al (2012) explica
que a funcdo de pontuacdo ou escore tem como propdsito classificar os compostos por afinidade,
facilitando assim, a diferenciagdo entre ligantes promissores e moléculas ndo-ligantes.

Para avaliar se 0 escore atribuido pelo programa fazia sentido bioldgico (ou seja, melhores e piores
escores sendo atribuido para ligantes e Decoys, respectivamente), o poder de discriminacéo entre
compostos reconhecidamente ativos e compostos inativos (decoys) foi determinado. Para tanto,
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compostos ativos (5) e inativos (50) obtidos no banco de dados DUD-E foram submetidos ao
acoplamento molecular no Dockthor frente ao sitio catalitico do Fator XA. Ao todo, 55 moléculas
foram usadas para testar a performance do programa frente a diferenciacdo das mesmas a partir
dos dados de afinidade. Essa etapa permitiu a identificacdo de 4 dos 5 compostos ativos entre as
10 primeiras moléculas em ordem de afinidade ao Fator XA, conforme predi¢do pelo programa,
representando, nesse teste simplificado, uma taxa de 80% de recuperacdo, com escores de
afinidade entre -10.387 Kcal/mol até -8.832 Kcal/mol.

Para validar em termos estatisticos a performance do programa de acoplamento em discriminar,
para o alvo em questdo, compostos bioativos de decoys, os dados de afinidade gerados nos célculos
foram submetidos a analise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), uma ferramenta
atil para avaliar a sensibilidade e especificidade de métodos discriminatérios em quimica
medicinal (LATTI, NIINIVEHMAS, PENTIKAINEN, 2016). Na referida a analise, a area sob a
curva (AUC) apresentou valor de 0,78 (figura X). Valores de AUC iguais a 0,5 indicam métodos
aleatorios quanto ao poder discriminatério, enquanto uma AUC de 1,0 representa um método
discriminatorio perfeito. Ferramentas in silico com valores de AUC acima de 0,7 obtidos em testes
similares sdo consideradas adequadas, sendo aplicadas para identificacdo de potenciais compostos
bioativos (MASCARENHAS et al, 2020).

Figura 2 - Curva ROC a partir dos dados de afinidade preditos pelo programa DockThor para decoys e ativos frente
ao sitio catalitico do FatorXA. A linha diagonal representa um modelo que ndo seria melhor do que uma selegao
aleatdria (AUC 0,50).
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Os resultados dessas andlises permitiram ilustrar aspectos importantes para validagdo de uma
técnica in silico de identificacdo de compostos ativos, mostrando inclusive que o programa é
passivel de erros, uma vez que um dos cinco compostos ativos ndo foi identificado entre os
primeiros compostos em ordem de afinidade. Assim, esses dados permitem ilustrar que se trabalha
com a investigacdo da probabilidade do programa de acoplamento identificar compostos
promissores Uteis para o planejamento de farmacos. Foi esclarecido também aos discentes que essa
mesma analise precisaria ser refeita na proporcao de 50 decoys para cada composto ativo para
replicar o recomendado em literatura (http://dude.docking.org/targets/fal0 )

Ap06s a demonstracdo simplificada da avaliacdo do programa de acoplamento, a Ultima etapa
consistiu na proposicdo de potenciais compostos ativos pela equipe de alunos. Nesse sentido, no



<! STAES

Seminario de Tecnologias Aplicadas em Educagdo e Saude

processo de planejamento, a equipe focou em conservar 0s grupos aromaticos e &tomos com um
par de elétrons desemparelhados do inibidor baseando em, envolvendo testes com piridina, pirrol,
tiofeno e furano, totalizando quatro propostas (figura 3). Os resultados dos calculos de
acoplamento dos compostos propostos revelaram que dois destes tiveram scores de afinidade de —
9.476 Kcal/mol e — 9.475k Kcal/mol, respectivamente, valores muito proximos ao do inibidor co-
cristalizado (—9640 Kcal/mol).

Figura 3 - Estrutura dos compostos propostos pela equipe como candidatos a inibidores do Fator XA
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Tabela 1 - Escore dos proto6tipos desenvolvidos pela equipe apds docking

OH

Protétipo  Score de afinidade

Moll -8910
Mol2 -9026
Mol3 -9476
Mol4 -9475

Tabela 2 — Proporcéo entre compostos ativos e sua taxa de recuperagéo

Numeracio Qtde. de ativos Recuperacdo (%)

5 2 40
11 4 80
17 4 80
22 4 80
28 4 80
33 4 80
33 4 80
44 4 80
50 4 8O
55 5 100

As poses de interagdo dos compostos propostos pela equipe com o FatorXA sugeridas pelo
programa de acoplamento revelam algumas informacdes interessantes. A porcao fenilbenzamida
presente tanto no inibidor cristalografico quanto nos protétipos 1 a 4 mantém interacfes
hidrofébicas com o triptofano 215 (figura 4), dado que demonstra que o programa foi capaz de
identificar interacbes intermoleculares corretamente para 0s compostos da equipe.
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Adicionalmente, os resultados do acoplamento sugerem que as por¢des 3-bromopiridina dos
compostos 1 e 2, e 3-clorotiofeno dos compostos 3 e 4 realizam intera¢fes hidrofobicas com a
fenilalanina 174, interacdo ndo explorada pelo grupo 3-cloropiridina presente no inibidor co-
cristalizado ao alvo farmacologico, o que pode representar uma eventual vantagem desses
compostos para intera¢do com o alvo.

Figura 4. InteracOes intermoleculares apontadas para os derivados 1 a 4, bem como para o inibidor co-cristalizado a
estrutura do Fator XA, apontadas pelo servidor PoseView. Linhas tracejadas em verde e preto entre 0s compostos e
os residuos de aminoacidos apontam interagdes hidrofébicas e polares, respectivamente.

Aspigy

Inibidor
co-cristalizado -

\K
Vale ressaltar que, apesar dos compostos desenvolvidos pela equipe apresentarem scores proximos
ao do farmaco, isso ndo significa que tais prot6tipos apresentariam bom desempenho in vivo,
podendo ser necessario mais modificacGes a nivel molecular, tais como adi¢do ou exclusdo de
grupos funcionais. Nessa perspectiva, a avaliacao de descritores fisico-quimicos que se relacionam
a biodisponibilidade oral para os compostos propostos, por exemplo, poderia auxiliar na escolha
de quais seriam 0s mais promissores para testes, considerando aqueles com menores chances de
apresentar problemas farmacocinéticos.

Os resultados obtidos no servidor SwissADME dos 2 protétipos em potencial desenvolvidos pela
equipe ficaram dentro dos principais parametros farmacocinéticos, conhecidos como regras de
Lipinski. Em 1997, Christopher A. Lipinski e colaboradores, trabalhando para a Industria
Farmacéutica Pfizer, realizaram um estudo com mais de 2000 farmacos, no qual observaram que
algumas propriedades fisico-quimicas eram necessarias para que as drogas apresentassem boa
solubilidade em agua e permeabilidade intestinal, caracteristicas essenciais para a disponibilidade
oral (SANTOS; GONSALVES; ARAUJO, 2018). Os parametros que estabelecem que o prototipo
é candidato a um bom farmaco séo: log P maior ou igual a 5, massa molecular menor ou igual a
500 g/mol, aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10, doadores de ligacdo de
hidrogénio menor ou igual a 5 e nimero de ligacdes rotaciondveis menor ou igual a 10. O
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resultados do protétipo mol 3 log P = 3,82; massa molecular = 456,94 g/mol; aceptores de ligacédo
de H = 5; doadores de ligacdo de H = 1; nimero de ligacGes rotacionaveis = 7. No protdtipo mol4,
log P = 3,92; massa molecular = 485,00 g/mol; aceptores de ligacdo de H = 5; doadores de ligacdo
de H = 1; numero de ligacOes rotacionaveis = 8.

3. Concluséo

Conclui-se que a metodologia didatica proposta foi Gtil para ilustrar a aplicacdo de ferramentas in
silico no ensino de competéncias no que se refere a Pesquisa e Desenvolvimento de Farmacos no
curso de graduacdo em Farmécia. Os discentes em questdo consideraram a experiéncia exitosa
devido a consolidagdo e aplicagdo dos conhecimentos tedricos vistos em literatura, assim como a
descoberta e experimentacdo de softwares utilizados nos célculos de modelagem molecular,
alcancando o objetivo pedagogico do componente curricular.

O planejamento de farmacos com auxilio do computador (do inglés, Computer-Aided Drug Design
- CADD) assume diversas abordagens. A SBDD, abordada no presente trabalho, é a estratégia de
CADD mais amplamente utilizada, principalmente para a realizacdo de triagens virtuais de bancos
de compostos quimicos para a identificacdo de potenciais compostos ativos. Embora apresente
vantagens relacionadas a reducdo de custos quando essa estratégia precede testes em bancada,
métodos in silico SBDD aplicados a triagem virtual de bancos maiores, da ordem de milhGes de
compostos, podem apresentam custos consideraveis de poder computacional para viabilizar a
pesquisa em tempo habil. Além disso, como explorado ao longo da metodologia proposta, sua
aplicacdo requer a cuidadosa validacao prévia.

Diante da proposta didatica do presente trabalho, se ressaltam os ganhos frente o estimulo ao
pensamento critico na area de pesquisa e contribuicdo para a formacao de um perfil do profissional
da area de farméacia mais engajado e capacitado, bem como para compreensado da imensa relevancia
dessas ferramentas para que o profissional farmacéutico atenda as exigéncias do mercado de
trabalho.

Por fim, diante dos bons resultados obtidos na aplicacdo do DockThor para identificagédo de
potenciais compostos bioativos frente ao FatorXA, pretende-se aplicar a referida metodologia para
triagem de bancos de dados maiores, visando identificar potencias compostos ativos frente o
referido alvo. Tais compostos serdo encaminhados para testes laboratoriais in vitro, mediante
parcerias com institui¢fes que investiguem farmacos voltados a disturbios de coagulacéo.
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