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1. Docagem molecular

Segundo o dicionério Collins, a docagem molecular (DM),
também conhecida como simulacdo de acoplamento molecular,
ancoragem molecular ou docking molecular, corresponde a um
método capaz de prever a orientacao preferencial de uma
molécula em relacdo a uma segunda, a qual esta ligada de forma
estavel. O termo remete ao ato de atracar uma embarcacdo em
uma doca (Figura 1) (Collins English Dictionary, 2023).

Na DM, é possivel prever como ocorre a(s) interacdao(des) de

um ligante com uma proteina de estrutura tridimensional

conhecida. Pode ser considerada uma ferramenta muito

importante em Bioquimica Estrutural, especialmente no estudo
de farmacos com biomoléculas (Morris, Lim-Wilby, 2008).

De forma geral, o processo de DM envolve a realizacdo de
duas etapas: a primeira é denominada pose, quando o programa
prevé a conformac¢ao do ligante e de sua posi¢cao no sitio ativo; e
a segunda é a avaliacdo da afinidade de ligacdo entre os

componentes do complexo formado (Meng, Zhang, Mezei, Cui,
2011).
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Figura 1 — O termo ancoragem é utilizado em referéncia ao lancamento da
ancora, uma manobra essencial para o aporte de uma embarcacao.
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2. Aplicagoes dos programas de docagem
molecular

Os métodos de DM sdao utilizados principalmente em
pesquisas farmacéuticas, em especial na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (Figura 2), bem como em
estudos de sistemas bioquimicos complexos (Ferreira, Dos
Santos, Oliva, Andricopulo, 2015).

Em especial, o CB-Dock2® pode ser utilizado para:

1. Caracterizar a estrutura de proteinas e sugerir novos alvos
terapéuticos em estudos biolégicos e farmacéuticos;

2. Classificar farmacos de acordo com suas afinidades de
ligacdo por determinados alvos;

3. Estimar e estudar possiveis interacdes entre ligantes e
moléculas-alvo (Yang Cao Lab, 2021).

Figura 2 — Programas de docagem molecular, como o CB-Dock2®, podem
ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos.
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3. Docagem cega

A docagem cega (DC) refere-se acoplar um determinado
ligante a toda superficie de um proteina sem qualquer
conhecimento prévio a respeito das cavidades-alvo, como
quantidade e localizacdo Este processo envolve varios testes e
calculos para determinar uma posicdo mais favoravel do
complexo ligante-proteina (Hassam, Alhossary, Mu, Kwoh,
2017).

Vale ressaltar que a DC corresponde a uma abordagem inicial
no processo de DM onde toda a superficie de uma proteina é
investigada para localizacdo de possiveis sitios de ligacao. E um
excelente recurso, por exemplo, para um mapeamento inicial de
liga¢des de candidatos a medicamentos com proteinas (Figura 3)
(Hetényi, van der Spoel, 2006).

A DC permite rastrear enormes quantidades de ligantes em
um tempo relativamente curto e com precisdao, sem necessidade
de conhecer ou determinar um sitio ativo. Porém, por outro
lado, sd@o necessdrias outras abordagens posteriores, usando
outros programas de DM como, por exemplo, o AutoDock Vina®,
para obter mais informag¢des sobre o complexo ligante-proteina
(Hassam, Alhossary, Mu, Kwoh, 2017).

Figura 3 — Na DC, a interacdo de uma proteina com diferentes tipos de
candidatos a medicamentos pode ser testada.
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4. CB-Dock?2®

O CB-Dock® (Cavity-detection guided blind docking)
corresponde a um servidor web para docagem cega desenvolvido
em 2019 pelo Yang Cao Lab — Structural Bioinformatics Research
Group da Universidade de Sichuan na China. Estd disponivel
gratuitamente no link: http://clab.labshare.cn/cb-
dock/php/index.php (Figura 3) (Yang Cao Lab, 2021).

A confiabilidade do CB-Dock® foi verificada em uma
pesquisa desenvolvida em 2020 por Liu, Grimm, Dai, Hou, Xiao
e Cao, comparando os resultados obtidos pelo servidor com
outros programas tradicionalmente utilizados em DM.

Em 2022, foi divulgado a segunda versdo do servidor web, o
CB-Dock2®, também disponivel para acesso gratuito no link:
https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/php/index.php, que
apresentou uma taxa de sucesso de DM de 16% superior a versao

original e aumento de 4 a 5 vezes na velocidade de busca por
cavidades (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022).

‘ CB-DOCK?2

Cavity-detection guided Blind Docking

w Example] Manual Contact]

CB-Dock?2 is an improved version of the

CB-Dock server for protein-ligand blind
docking, integrating cavity detection, docking
and homologous template fitting.

Given the three-dimensional (3D) structure of a
protein and a ligand, we can predict their
binding sites and affinity for computer-aided
drug discovery.

Figura 3 — Servidor web CB-Dock2".
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5. Funcoes do CB-Dock?2®

De forma resumida (Figura 4), o servidor CB-Dock2"® realiza

trés atividades principais:

Deteccao de cavidades baseada na estrutura (Structure-
based cavity detection), onde a localizacdo das cavidades é
realizada pelo algoritmo CurPocket®. Os resultados obtidos
sdo usados para Docagem cega baseada em estrutura
(Structure-based blind docking) realizada pelo programa
AutoDock Vina®. Nesta andlise, as cavidades sdo
denominadas CurPockets;

Deteccao de cavidades baseada em modelos (Template-
based cavity detection), onde a localizacdo das cavidades é
realizada pelo algoritmo FitPocket®. Os resultados sdo
usados para Docagem cega baseada em modelo (Template-
based blind docking) realizada pelo programa FitDock®.
Neste caso, as cavidades sio denominadas FitPockets;
Visualizagao do complexo ligante-proteina por meio do
visualizador NGL® (NGL-viewer®) (Liu, Yang, Gan, Chen,
Xiao, Cao, 2022).

Deteccao de cavidades
baseada na estrutura
(Structure-based cavity
detection) determinada
pelo CurPocket®

Docagem cega baseada
em estrutura (Structure-
based blind docking),
determinada pelo
AutoDock Vina®

Deteccao de cavidades
baseada em modelos
(Template-based cavity
detection) determinada
pelo FitPocket®

Docagem cega baseada
em modelo (Template-
based blind docking)
determinada pelo
FitDock®

Visualizacao do
complexo ligante-

proteina

Fonte: Autores, 2023.

Figura 4 — Fluxograma do funcionamento do CB-Dock2".
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6. Aplicacoes do CB-Dock2® em pesquisas

Devido ao fato de o CB-Dock2® ter sido desenvolvido na
Sichuan University na China, o mesmo tem sido muito utilizado
na investigacdo de fitoterdpicos conhecidos na Medicina
Tradicional Chinesa (Figura 5), como:

» Raiz de Huang Qi (Astragalus membranaceus) (Tao, Huang,
Wang, Kang, Wang, Xian, 2020);

= Composto Shen Qi Wan obtida a mistura de raizes e ervas,
entre elas: raiz de Huang Qi (Astragalus membranaceus)
(erva principal) e raiz da Dang Shen (Codonopsis pilosula)
(Ye, Deng, Zhang, Liu, Liu, Xie, Wan, Huang, Zhang, Xi,
Zhang, 2021);

* Preparacao injetédvel Xiyanping obtida a partir do extrato da
erva Chuan Xin Lian (Andrographis paniculata) (Xia, Zhang,
Yang, Chen, Ye, Yan, 2022);

= Compostos derivados da videira Lei Gong Teng (Tripterygium
wilfordii) (Wang, An, Yin, Li, Sun, Lan, Zhao, Li, 2021;
Wang, Liu, Wu, Xu, Li, Feng, 2022);

» Oleo essencial da artemisia chinesa (Artemisia argyi) (Lu,
Tang, Zhou, Lai, Liu, Duan, 2022);

Figura 5 — O CB-Dock2" pode ser utilizado em virias pesquisas na
investigacdo de mecanismos de acao de fitoterapicos.
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Composto Shenbao Heji obtido a partir da mistura de
componentes como: raizes de Huang Qi (Astragalus
membranaceus), Bai Shao (Paeoniae alba), Chuan Niu Xi
(Cyathulae officinalis), folha de Yin Yang Huo (Epimedii
epimedium), caule de Ye Jiao Teng (Polygoni multiflori), e Mu
Li (concha de ostra) (Lv, Wang, Zhu, Jiang, 2022).

Além disso, foi utilizado em varias pesquisas com o objetivo

de analisar os mecanismos de acdo multialvo de diferentes
compostos em doencas humanas:

Patogenia dos compostos Amadori (Fru-Trp e Glc(al,4)-Fru-
Trp) produzidos na reacdo de Maillard, na lesio pulmonar
aguda e no diabetes (Bai, Li, Wang, Liang, He, Hu, Chen,
2021);

Acao de flavonoides e fenéis na doenca de Alzheimer
(Zhang, Hu, Shao, Qin, Chen, Wang, Zhou, Cai, 2021);

Mecanismos de acdo de desoxiantocianidinas fermentadas na
colite ulcerativa (Bai, Wang, Lan, Wu, Liang, Huang, Wu,
Wang, Chen, 2022);

Acdo do pracinostat, um inibidor da enzima hidroxamato
histona desacetilase @(HDAC) que possui atividade
antitumoral (Figura 6) (Ganai, 2021).

Figura 6 — O CB-Dock2"” pode ser utilizado em pesquisa para investigar a
acao de diferentes farmacos.
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1. Modelos de docagem cega

Os programas de docagem cega fazem uso de arquivos
referentes pelo menos uma proteina e seu ligante (Figura 7).
Este ligante pode ser, por exemplo, um inibidor ou um farmaco
que interage com a proteina estudada.

No processo de docagem cega, geralmente sdao pesquisadas
proteinas e ligantes cuja ligacdo e sitios de liga¢ao ainda nao sao
conhecidos. Entretanto, como este livro tem uma finalidade
didatica e com o objetivo de facilitar o compreendimento por
novos usuarios, serdao utilizados, como modelo, a albumina
sérica humana (HSA) e o ibuprofeno (IBP), cujas ligac¢des ja sdo
conhecidas e bem estabelecidas na literatura.

Assim, serdo apresentadas a seguir algumas informacodes
gerais sobre estes modelos usados neste livro.

Figura 7 — Para usar um programa de docagem cega, o usuario deve
escolher primeiramente a proteina e ligante a serem estudados.
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2. Albumina

O termo albumina deriva da palavra albus, que em latim
significa branco e refere-se a cor da clara cozida (Figura 8)
(Fanali, di Masi, Trezza, Marino, Fasano, Ascenzi, 2012).

A albumina presente no soro humano (HSA) corresponde a
proteina mais abundante do plasma sanguineo, presente numa
concentragdao de 3,5 a 5 g/dL, o que representa a metade do
conteudo total de proteinas. Cerca de 10 a 15 g de HSA sao
secretadas no sangue pelo figado diariamente. Suas principais
fungdes sao:

= Manutencado da pressao osmética plasmatica;

» Transportador de ligantes enddgenos (bilirrubina, ions,
acidos graxos);

» Transportador de ligantes exdégenos (drogas como o IBP,
varfarina, metotrexato, e muitos outros).

Em testes laboratoriais, pode ser utilizada como indicador de
estado nutricional, funcdo hepatica, entre outros (Moman,
Gupta, Varacallo, 2022).

o N

Figura 8 — O termo albumina refere-se a cor branca da clara do ovo apés
cozimento.
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3. Estrutura quimica da albumina

A HSA (Figura 9) apresenta 585 residuos de aminoécidos,
massa molecular de 66.438 Da (Mishra, Heath, 2021) e
dimensdes aproximadas de 80 x 80 x 30 A (Fanali, di Masi,
Trezza, Marino, Fasano, Ascenzi, 2012). E formada pelos
dominios I (residuos 1 a 195), II (residuos 196 a 383) e III
(residuos 384 a 585), sendo que cada dominio é subdividido em
2 subunidades idénticas (A e B), que apresentam 4 e 6 alfa-
hélices, respectivamente, as quais correspondem a 68% da sua
estrutura secundaria. Sua estrutura terciaria é classificada como
globular, com formato semelhante ao de um coragdo. Nao
apresenta fitas beta e possui 17 pares de pontes dissulfeto
(Raoufinia, Mota, Keyhanvar, Safari, Shamekhi, Abdolalizadeh,
2016).

Apresenta 9 sitios ativos para ligacdo de acidos graxos (FA):
FA1l (ou sitio 3 de farmacos ou DS3), FA2-FA7 (ou sitio 1 de
farmacos ou DS1), FA3-FA4 (ou sitio 2 de fairmacos ou DS2),
FAS5 (no subdominio IIIB), FA6 (entre os subdominios IIA e IIB),
FA8 e FA9 (ambos localizados no espaco entre os subdominios
IB e IIA de um lado e IIB, IIIA e IIIB do outro) (Ascenzi, di Masi,
Fanali, Fasano, 2015; Czub, Stewart, Shabalin, Minor, 2022).

FA3-FA4

Legenda de cores

Branco (white)
Amarelo-matiz (yellowtint)
Rosa-matiz (pinktint)
Azul-matiz (bluetint)
Verde-matiz (greentint)

Cinza (grey) L]

Figura 9 — Estrutura secundaria da albumina, com indicac¢do dos
subdominios e sitios de ligacdo a acidos graxos.
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4. Ibuprofeno

O ibuprofeno (IBP) é um anti-inflamatério nio esteroidal
desenvolvido e patenteado em 1961 por Stewart Adams,
farmacologista da Research Department for the Boots Pure Drug
Company Ltd. Interessantemente, foi o préprio Adams que
tomou a primeira dose do farmaco para ajudar a curar de uma
ressaca. O IBP foi liberado para uso sob prescricio em 1969 no
Reino Unido e em 1983, foi autorizada a venda sem prescrig¢ao
médica devido seu perfil de seguranca e tolerabilidade (Figura
10) (Halford, Lordkipanidzé, Watson, 2012).

Atualmente, é encontrado na forma de comprimidos,
cépsulas e gotas para uso oral (AHFS, 2022), sendo prescrito
como analgésico, antipirético e anti-inflamatério para o
tratamento de osteoartrite, artrite idiopatica juvenil e dor aguda
em condi¢cdes musculo-esqueléticas, além da artrite reumatoide
(Halford, Lordkipanidzé, Watson, 2012).

Sua acdo anti-inflamatéria decorre da inibicdo ndo seletiva
da enzima ciclo-oxigenase-2, produzida nos tecidos durante o
processo inflamatério. Esta inibicdo impede a sintese de
prostaglandinas, importantes mediadores da inflamacao
(Orlando, Lucido, Malkowski, 2015).

Figura 10 — O ibuprofeno pode ser comprado no formato de comprimidos,
sem necessidade de prescricdo médica.




CB-Dock2: Implementando a detec¢do de cavidades em proteinas guiada por docagem cega

5. Estrutura quimica do ibuprofeno

O IBP (Figura 11) possui férmula quimica C,;H,;50, e seu
nome IUPAC é acido 2-(-4-isobutilfenil) propionico. Assim, seu
nome deriva de seus trés grupos funcionais:

* Grupo isobutil: radical (CH;),-CH-CH,-, indicado em I nas
Figuras 7a e 7b;

Grupo fenil: radical derivado do anel aromatico benzeno
C¢Hs, indicado em II nas Figuras 7a e 7b;

Acido propiénico: radical representado por -CH-CH,COOH,
indicado por III nas Figuras 7a e 7b (Halford, Lordkipanidzé,
Watson, 2012).

Um fato interessante a ser destacado em relacdo a estrutura
do IBP é que a auséncia de ligagdes de hidrogénio e a presenca
do grupo CH entre o anel benzeno do grupo fenil e o grupo
carboxilato (COOH) do 4cido propibénico torna a estrutura da
molécula mais flexivel (Okulik, Jubert, 2006).

23

(a)

I II I11

A
A 4
A
A
A 4

A 4

Figura 11 — Estrutura bioquimica do ibuprofeno representada no esquema
de férmula estrutural plana (a) e no modelo de bolas e varetas (b).
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1. Arquivos para docagem cega

Para realizar a docagem cega no CB-Dock2®, sdo utilizados
dois arquivos: um arquivo PDB referente a uma proteina e um
arquivo MOL2, MOL, SDF ou PDB de um ligante, que podem ser
obtidos gratuitamente na internet (Figura 12).

Nos proximos capitulos serdo apresentadas algumas
sugestdes para obtencdo destes arquivos.

Figura 12 — Os arquivos com dados da proteina e ligante podem ser obtidos
gratuitamente na internet.
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2. Arquivo PDB da proteina

No processo de docagem cega no CB-Dock2, as informacdes
referentes a proteina a ser testada sao enviadas no formato de
arquivo do tipo PDB. Estes arquivos podem ser obtidos
gratuitamente no site RCSB Protein Data Bank, pelo link:
https://www.rcsb.org/, o qual representa a principal e maior
base mundial de dados deste tipo de arquivo.

No exemplo a ser utilizado neste livro, serd realizada a
redocagem da proteina HSA e do ibuprofeno, sendo utilizado o
arquivo 6M5D.pdb (Ito, Senoo, Nagatoishi, Yamamoto, Tsumoto,
Wakui, 2020), que corresponde a HSA na forma monomérica
(Figura 13). O arquivo pode ser obtido gratuitamente no link:
https://www.rcsb.org/structure/6M5D, clicando no botéao
Download Files (a) e selecionando a opcdo PDB format. O
arquivo PDB seré baixado em seu computador.

B Display Files v ® Download Files v [« JoElEPA!

6M5D (=)

Human serum albumin (apo form)
PDB DOI: https://doi.org/10.2210/pdb6M5D/pdb

Classification: PEPTIDE BINDING PROTEIN
Organism(s): Homo sapiens

Expression System: Homo sapiens
Mutation(s): No @

Deposited: 2020-03-10 Released: 2020-11-18
Deposition Author(s): Ito, S., Senoo, A, Nagatoishi, S., Yamamoto, M., Tsumoto, K., Wakui, N.
Funding Organization(s): Japan Agency for Medical Research and Development (AMED)

Experimental Data Snapshot

Method: X-RAY DIFFRACTION
Resolution: 2.60 A

R-Value Free: 0.264

R-Value Work: 0.230

R-Value Observed: 0.232

Figura 13 — Obtendo do arquivo PDB de uma proteina.
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3. Arquivos do ligante

Conforme mencionado anteriormente, no processo de
docagem cega no CB-Dock2 é utilizado um arquivo referente ao
ligante nos formatos: MOL2, MOL, SDF ou PDB.

Os arquivos nos formatos citados acima podem ser obtidos
de diferentes fontes da internet, segue abaixo alguns exemplos:

»  Site: RCSB Protein Data Bank

Link: www.rcsb.org

Orientacoes: caso o ligante a ser estudado esteja
disponibilizado em um arquivo PDB da proteina a ser estudada
ou de outra proteina, o arquivo do ligante pode ser baixado na
Secdo Small molecules (Pequenas moléculas) da péagina da
proteina. Clicando em Download Instance Coordinates (Baixar
coordenadas de instdncia), é possivel obter os arquivos do
ligante nos formatos SDF e MOL2. No caso do exemplo a ser
usado no livro, a interagdo entre HSA e IBP pode ser observada
por meio do arquivo PDB 2BXG (Ghuman, Zunszain, Petitpas,
Bhattacharya, Curry, 2011) (Figura 14). Existem disponiveis os
formatos SDF e MOL2 em diferentes versdes criadas por
diferentes autores (a).

2BXG

Human serum albumin complexed with ibuprofen

PDB DOI: 10.2210/pdb2BXG/pdb
Classification: TRANSPORT PROTEIN
Organism(s): Homo sapiens

Expression System: Komagataella pastoris
Mutation(s): No @

Deposited: 2005-07-26 Released: 2005-09-22

I Display Files ~ ORI W= IaT-0e

Deposition Author(s): Ghuman, J., Zunszain, PA_, Petitpas, |., Bhattacharya, A A, Curry, S

Experimental Data Snapshot wwPDB Validation @ ®© 3D Report || Full Report
Method: X-RAY DIFFRACTION Metric Percentile Ranks Value
Resolution: 2.70 A Rfree I ] I 0.273
R-Value Free: 0.281 Clashscore 0 — 18
R-Value Work: 0.234 Ramachandran outliers P 2.8%
R-Value Observed: 0.234 Sidechain outliers I 0 — 3 5%
RSRZ outliers I 6.8%
Worse Better
W percentile relative to all X.ray structures
[ Percentile relative to X-ray structures of similar resolution
Small Molecules
Ligands @I
ID Chains@ Name / Formula / InChl Key 2D Diagram 3D Interactions
1BP ClauthA], IBUPROFEN ‘
Query on IBP D [auth A], Ci3His Oz Y
Efauth B], HEFNNWSXXWATRW-JTQLQIEISA-N N
Download Ideal Coordinates CCD File @ | F [auth B] I 1
| Download Instance Coordinates |
SDF format, chain C [auth A]
‘ SDF format, chain D [auth A] l
SDF format, chain E [auth B] Source Binding Affinity

SDF format, chain F [auth B]

BindingDB: [EZXE)

MOL2 format, chain C [auth A]
MOL2 format, chain D [auth A]

‘ o ot ot _
MOL2 format, chain F [auth B]

Ki: 1.00e+14 (nM) from 1 assay(s)

Figura 14 — Baixando o arquivo referente ao IBP no site Protein Data Bank.
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»  Site: RCSB Protein Data Bank

Secdo: Ligand

Link: www.rcsb.org

Orientagdes: a Secdo Ligand (Ligante) do site Protein Data
Bank pode ser acessado clicando no cédigo do ligante na Secado
Small Molecules na pagina da proteina. No caso do exemplo a ser
usado no livro, basta clicar em IBP. O usuario seréa redirecionado
para a Secdo Ligand (Figura 15). Ao clicar em Baixar arquivos
(Download Files) (a), o usuario pode escolher entre as opc¢oes
Definition (CIF Format), Structure Data File (Ideal SDF) ou
Structure Data File (Model SDF). Lembrando que para o uso no
CB-Dock2®, é possivel utilizar apenas os arquivos no formato
SDF, dentre as op¢des mencionadas.

Chemical Component Summary

Name

Synonyms
Identifiers
Formula
Molecular Weight
Type

Isomeric SMILES

InChli

InChiKey

o

Rotate | Hydrogens | Labels

IBUPROFEN
2-(4-1ISOBUTYLPHENYL)PROPIONIC ACID
(2S)-2-[4-(2-methylpropyl)phenyl]propanoic acid
Ci3H13 02

206.28

NON-POLYMER
CC(C)Ccicec(ce)[C@H](C)C(=0)0

InChl=1S/C13H1802/c1-9(2)8-11-4-6-12(7-5-
11)10(3)13(14)15/h4-7,9-10H,8H2,1-3H3,
(H.14,15)/t10-/m0/s1

HEFNNWSXXWATRW-JTQLQIEISA-N

O

I B P Definition (CIF Format)

Structure Data File (Ideal SDF)
IBUPROFEN Structure Data File (Model SDF)

Find entries where: IBP
is present as a standalone ligand in 13 entries

‘ search

Find related ligands:

Similar Ligands (Stereospecific)

Similar Ligands (including Stereoisomers)

Similar Ligands (Quick Screen)

Similar Ligands (Substructure Stereospecific)

Similar Ligands (Substructure including Stereoisomers)

Chemical Details

Formal Charge 0
Atom Count 33
Chiral Atom Count 1
Bond Count 33
Aromatic Bond Count 6

Figura 15 — Baixando o arquivo referente ao IBP na Secao Ligand.
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»  Site: PubChem

Link: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Orientacoes: Neste site, podem ser obtidos arquivos de
ligantes nos formatos SDF, JSON, XML e ASNT. Entretanto,
apenas o formato SDF é aceito no CB-Dock2®, dentre as opc¢ées.

= Site: Drugbank Online

Link: www.go.drugbank.com

Orientacoes: Neste site, podem ser obtidos arquivos de
ligantes nos formatos MOL, SDF, 3D-SDF, PDB, SMILES, InChl,

sendo que apenas os formatos MOL e SDF podem ser usados no
CB-Dock2".

Vale ressaltar que existem varios outros sites disponiveis que
fornecem gratuitamente os arquivos com extensiao MOL2, MOL,
SDF ou PDB de ligantes. Estas paginas da internet podem ser
facilmente encontradas realizando uma breve busca em qualquer
navegador (Figura 16).

Figura 16 — Os arquivos para ligantes podem ser baixados em vérios sites
disponiveis na internet.
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‘ CB-DOCK?2

Cavity-detection guided Blind Docking

1. Pagina inicial do CB-Dock2® flomd (Boch [Exampld (Manual (Contec)

@ £ Upload Protein

Select a protein file (pdb format)
Apés obter os arquivos da proteina e ligante, o usuério deve e
realizar o carregamento (Upload) destes arquivos no servidor
CB-Dock2® no link: https://cadd.labshare.cn/cb-
dock2/php/blinddock.php (Figura 17). Esta primeira pagina do
site CB-Dock2® é organizada em trés secdes:

» Secao 1: Carregamento da proteina (Upload protein) (a); @
» Secido 2: Carregamento do ligante (Upload ligand) (b);

» Secao 3: Mais parametros (More parameters) (c);
» Secao 4: Trabalhos submetidos (Submitted jobs). Upload Local | Draw Ligand

@ Choose ordrop a protein file here

& Upload Ligand
Select a ligand file (mol2, mol, sdf, pdb format)
[Example: Nutlin-3a.sdf]

A Secao 4: Trabalhos submetidos (Submitted jobs) é exibida
apenas apés a solicitacdo de servicos no CB-Dock2®. @ Choose or drop a ligand file here

iv] More parameters ¥
Other customizable parameters

Enter your email address to receive the results (optional)

Figura 17 - P4gina inicial do CB-Dock2".
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2. Secao 1: Carregamento da proteina (Upload
protein)

Nesta secdo é realizado o carregamento da proteina
(Upload protein) (Figura 18), o usuario pode escolher o arquivo
salvo no computador clicando com o botdo esquerdo do mouse
sobre o link Escolha ou arraste um arquivo de proteina aqui
(Choose or drop a protein file here) ou arrastar o arquivo PDB
até a area pontilhada.

/ Cao Lab =

CB-DOCK?

Cavity-detection guided Blind Docking

(Examp@ Manual Contacg

&5 Upload Protein
Select a protein file (pdb format)

[Example: MDM2.pdb (PDB: 4HG7)]

€> Choose or drop a protein file here

Figura 18 — Sec¢do 1: Carregamento da proteina.
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Apbés realizar o upload do arquivo PDB da proteina escolhida
(Figura 19), o usuério poderd consultar o arquivo PDB no
quadro superior (a) para obter eventuais informacdes.

A barra azul (b), logo abaixo do quadro com o arquivo PDB,
ird informar a atividade do programa e quando o upload for
concluido com sucesso (Protein uploaded!).

Abaixo da barra, o programa ird emitir alguns avisos (c) aos
usuarios como por exemplo: delecio de moléculas de agua,
solventes e heterodtomos, eventuais problemas observados no
arquivo analisado, presenca de multiplas cadeias (no caso de
proteinas poliméricas), entre outros.

Apébs a andlise do arquivo PDB e dos avisos emitidos pelo
servidor, o usuério pode optar por remover o arquivo (Remove
file) (d), caso deseje.

85 Upload Protein
Select a protein file (pdb format)
[Example: MDM2.pdb (PDB: 4HG7)] [Submitted Protein:

6m5d.pdb]
HEADER ~ PEPTIDE BINDING PROTEIN 10-MAR-
20 6MSD
TITLE HUMAN SERUM ALBUMIN (APO FORM)
COMPND  MOL_ID: 1;
COMPND 2 MOLECULE: SERUM ALBUMIN;
@ COMPND 3 CHAIN: A;
COMPND 4 ENGINEERED: YES
SOURCE  MOL_ID: 1;
SOURCE 2 ORGANISM_SCIENTIFIC: HOMO SAPIENS; -

SOURCE 3 ORGANISM_COMMON: HUMAN;

@ Proteinyuploaded!

Attention: 3 water molecules will be deleted from the uploaded

protein structure prior to docking!
Attention: 5 other hetatoms will be deleted from the uploaded
protein structure prior to docking by default!

Or you can choose the hetatoms to be retained during docking:
@ PO4(A601)

Attention: The chains of the uploaded protein are broken at
position A76(THR), A88(ALA), A89(ASP), A91(CYS), A101(CYS),

A103(LEU)!
Of-

Figura 19 — Analisando o carregamento do arquivo da proteina.
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3. Secao 2: Carregamento do ligante (Upload
ligand)

O ligante a ser testado com a proteina deve ter o arquivo no
formato MOL2, MOL, SDF ou PDB carregado no servidor on-line
CB-Dock2® no link: https://cadd.labshare.cn/cb-
dock2/php/blinddock.php, logo a seguir do carregamento da
proteina.

Para realizar o carregamento do ligante (Upload ligand)
(Figura 20), o usuario pode escolher o arquivo salvo no
computador clicando com o botdo esquerdo do mouse sobre o
link Escolha ou arraste um arquivo de proteina aqui (Choose
or drop a protein file here) ou arrastar o arquivo PDB até a 4rea
pontilhada.

& Upload Ligand
Select a ligand file (mol2, mol, sdf, pdb format)
[Example: Nutlin-3a.sdf]

Upload Local = Draw Ligand

€ Choose or drop a ligand file here

Figura 20 — Seg¢do 2: Carregamento do ligante.
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Apés realizar o upload do ligante escolhido (Figura 21), o
usudrio poderd consultar informagdes sobre o arquivo no
quadro superior (a).

A barra azul (b), logo abaixo do quadro, ird informar a
atividade do programa e momento em que o upload for
concluido com sucesso (Ligand uploaded!).

Apés a anadlise do arquivo do ligante, o usuario pode optar
por remover o arquivo (Remove file) (c), caso deseje.

&5 Upload Ligand
Select a ligand file (mol2, mol, sdf, pdb format)
[Example: Nutlin-3a.sdf] [Submitted Ligand:
IBP_ideal.sdf]

Upload Local Draw Ligand

IBP
-OEChem-0863062316593D

33 33 @ 1 @ 0 © © 0999 V2oee
-0.3640 -0.1760 -3.4420C © © © © © © © @
<::::> e 0 0 ©
-8.9310 -0.34990 2.97e¢6 C © © © © @6 © © 0
6 0 0 0o
8.0100 0.4730 3.8516 C © © © © @0 © © 0 =
e 0 0 ©

e e R S .

@ Ligandwploaded!
O

Figura 21 — Analisando o carregamento do arquivo do ligante.
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Caso o ligante ndo esteja disponivel nos formatos MOL2,
MOL, SDF ou PDB, é possivel Desenhar o ligante (Draw
ligand) (Figura 22), clicando na aba indicada pela letra a.

O wusuério pode wusar os varios recursos de desenho
disponiveis para desenhar o ligante na area de trabalho (b).

Apbs concluir o desenho do ligante, o usudrio deve submeter
o ligante ao provedor clicando no botao Submeter ligante
(Submit ligand).

Upload Local Draw Ligand @

IBP_ideal-1 | CC(OCclccc([C@HI(C)C(=0)
@[:]NEWX >R A OOX‘@’“
== ==~A000000F%

C

N

(0]

;. ®

4
@ Submit Ligand

Figura 22 — Desenhando um ligante.
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4. Secao 3: Mais parametros (More parameters)

O processo de docagem cega pode ser personalizado na secdo
Mais parametros: outros parametros customizaveis (More
parameters: other customizable parameters) (Figura 23a). Para
observar todos parametros personalizdveis, o usudrio deve clicar
na dupla seta (b) a direita do titulo da secao.

Pode ser escolhido o numero de cavidades a serem testadas
na docagem cega (Number of cavities for docking) (c), sendo
que o valor 5 é estabelecido como padrao.

E possivel realizar também o carregamento de uma
proteina e um ligante bioquimicamente semelhantes ao
serem testados como modelo na docagem cega (Upload
protein-ligand complex for template-based blind docking
(optional)) (d). O arquivo da proteina deve ser carregada em
Upload the protein part of your complex here (pdb format) e o
ligante em Upload the ligand part of your complex here (mol2,
mol, sdf, pdb format).

O usudrio pode receber os resultados por e-mail, digitando o
endereco em Enter your email adress to receive the results
(optional).

@ {v] More parameters A@

Other customizable parameters
Number of cavities for docking
@ 5 Default

Upload protein-ligand complex for template-based blind
docking (optional)

@ Upload the protein part of your complex here (pdb  Browse

Upload the ligand part of your complex here (mol2, Browse
pdb format).

Enter your email address to receive the results (optional)

Auto Blind Docking

()

Figura 23 — Secao 3: Mais parametros.
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Nesta mesma sec¢do, o usudrio pode solicitar dois servi¢cos no
CB-Dock2® (Figura 24):

» Busca de cavidades (Search cavities): onde o servidor
localiza as cavidades presentes na proteina submetida;

* Docagem cega automatica (Auto blind docking): onde o
servidor realiza a docagem cega da proteina e ligante
submetidos, testando as cavidades localizadas.

Os botdes para solicitacdo da busca de cavidades e a docagem
cega estdao localizados na secdo Mais parametros (More
parameters) (Figura 26), apresentada anteriormente. Nesta
secdo, estdo disponiveis o botdo Search cavities (a) para busca
de cavidades e o botdo Auto blind docking (b) para docagem
cega.

{v] More parameters A
Other customizable parameters

Number of cavities for docking

5 Default

Upload protein-ligand complex for template-based blind
docking (optional)

Upload the protein part of your complex here (pdb  Browse

Upload the ligand part of your complex here (mol2, Browse
pdb format).

Enter your email address to receive the results (optional)

@ Auto Blind Docking @

Figura 24 — Botdes de solicitacdo da busca de cavidades e a docagem cega.
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3. Secao 4: Trabalhos submetidos (Submitted

jobs)
Ap6s clicar no botdo Search cavities ou no botio Auto blind
docking, sera aberta a se¢dao Trabalhos submetidos (Submitted @
jobs) (Figura 25), que apresenta a Lista de trabalhos realizados
ou completos (List of Jobs that are being performed ou &) Submitted Jobs
List of jobs that are being performed or completed
completed) (a), a qual apresenta: @ @ @ @ @
. ~ . ;. o . ~ Remove
» Submissao (Submit) (b): a data e horario de solicitacdao do
. Submit Protein Ligand Job type Progress
servico; . -~
, . L. ; 06/04/2024, 16:50:44 6m5d.pdb IBP_ideal.sdf Search Cavities View Result
" PrOtelna (PrOteln) (C): 0 COdlgO da prOtelna Carregada’ 06/04/2024, 16:45:12 6m5d.pdb IBP_ideal.sdf Auto Blind Docking View Result

* Ligante (Ligand) (d): o cédigo do ligante carregada;

» Tipo de trabalho (Job type) (e): que pode ser a busca de
cavidades (Search cavities) ou a docagem cega automatica
(Auto blind docking);

* Progresso (Progress) (f): que apresenta os links para
verificacdo dos resultados (View result).

Para observar os resultados de busca de cavidades (Search
cavities) ou de docagem cega automatica (Auto blind docking), o
usudrio deve clicar no link View result (g).

Figura 25 — Sec¢do 4: Verificacdo dos trabalhos submetidos.
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Vale ressaltar que estes servicos sdao relativamente
demorados, podendo variar de alguns segundos até um pouco
mais de um minuto, sendo que o tempo aumenta de acordo com
o tamanho da proteina. Caso leve muito tempo, é sugerido que o
usudrio atualize a pagina (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao,
2022) (Figura 26).

Figura 26 — Caso o servico solicitado no CB-Dock2® demore mais do que o
esperado, é sugerido que o usudrio atualize a pagina.
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1. Deteccao de cavidades do CB-Dock2®

Apés clicar no link: View Result da opcdo Busca de
cavidades (Search cavities) na Secdo Trabalhos submetidos
(Submitted jobs), serd aberta uma nova guia com a pégina de
Deteccao de cavidades (Cavity detection) (Figura 27), que é
dividida nas seguintes secoes:

= Secao 1: Deteccdo de cavidades baseada na estrutura
(Structure-based cavity detection) (a);

= Secao 2: Deteccdo de cavidades baseada em modelos
(Template-based cavity detection) (b).

& Structure-based cavity detection

() Dt kot romthe put st bt P st oct)
Tips: Click the table e

o view the pocket information, Select th Joxin the table below o mark the packets you are interested n for blind docking, Click the residu

1 the sequence list o view the residue you are interested i

Query. 0. 1 7. 160, 240
AT e poLceene m\rumv’\qv QQIPFEDAY KLWEVTEFA KICVADESAE ICOXSLHTLE GOXLCTADCAKGERGEHE Clunwi» WPRIPEY DINCTASON EETFLAOLY E188

va:u wﬁm:m vmnm.z sioxasclie oel th.‘ AT Aﬁ\akﬁ(wﬂ ﬁm'mms T wmmaw W;m«m oo Bole

mm Mmm thcu e, ouesLory E:mvmm o L(Mﬁ Vtw‘ﬂ!rﬁv @i w, zmmm kaP%EU Ak\»DtFK"L VEEPQI
uw n([m:um[ wwmx ViRt an[vsn:L :ﬁvﬁsﬂ»{t@ ?[ﬂiv@[ m@m«m s orvricered EGRcrsn e EFAETs

TEH ADICTLSECE ROIKKQTALY  ELVGHKPIAT V[QLKa\/\m FANFVEKCCK  ADDKETCFAE mmmsq M

v Curpacket Cavity Center Caviy size
C :; 7 D volume (A% (3% 5.2
act 23 268,10 21,2525
Q@ 1518 23,1918
ocs 7 155,27 120
c 655 %631 21022
s s 5545 1128
Center | Fullcreen  ShowSurface | Hide Pocket | HideLabel © | @1 @
% Docking at the selected pockets
T I maricthe
Submited Proteln | Submitted Ugand  Selected CurPockets m
6mSd pdb i a @e B a o

= Template-based cavity detection

{5 Detscedpoces o refering horologus protis (Submited prote: Gnsd o)
Tips: Click the table bel information. Click the residue i the sequence s to

R0 LGEEITALY uar:«cvmq CPEEDIVCLY NEVTETAKTC VADSSAEICD SUATLFGOX LCTIATLRET YGEMDCCAS @

ecry wnmm.m rReeDm crarsonce

208
A

L mmvm vkwv:w\vi uuwm AK\EC(QAAD K.unm(m man(Ass nxqmms; o /uvmsuzkt PraEraRvSK ummvw L

cenosiss mmtm Lt(mur\tv SIOEPAOLE SLLOFESC ww«v/\m mu.mm ARRROYSY VLLLRURRTY E\\thu/\r\ nthuM

L ooy

- ook u!mczwr QULLRTTK KW'ULSTNL VEVSRILGKY GKCCKHPEA KRIPCATDYL Swialon. sexioisony TeeTeRli RRRCFSALE
¥ DETRER AETETRDT CTLSFRERQT (KOTAIVELY KHOKATREQ. LKADOFA FEKCCKIDD KETCPAFEEK. KLVAASOM

Query
bt Q»«m}ﬂbmv mwvivbw cTasHDiEE

KSEUAHRELD 15

FKALY nAKAszQ w:mwuv HerTEEATe vmzsmw TG Lk 56 QeronIES

Tl wwrws unmm mz(zwn mmmn mnsmss AKQRLK(.’A(L qmmm »mmsw y-wmw wm Tow ecchaolLe

pqu,wmg umm; o wvvw mgvsrm AR G

v Fosrioie

m\w(.\im swquUL wecivison TRCTER RS

V DETVURKERN AETFTEADI CTLSEAGRGI WQTALVELY WHGKATKEQ. LGWIODIM FUEKCCKIDD. KETCHAEESK KLVASOM

Template Pocket  Pocket

i T s el iy o «
E W g B 10 10 0 ¢
roow G B 10 09 o4
0B B ad NS 084 10 061 C
OFf w4 NS 064 022 o0m <
o 5 sy NS 061 09 048 C

Conter | Fullicroen | ShowSurface | Hido Pocket  Show Template(Pro) | Show Template(Lig)

Haelabdl & @ @

4 Docking with homologus protein complex guidence

SubmiedProten | Submitedligand | Detected Fockas
emSdpda 8P idealsd 3 Templte-based Docking

Figura 27 — Botdo Auto Blind Docking.
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2. Secao 1: Deteccao de cavidades baseada na £ Structure-based cavity detection
estrutura (Structu re—based Ca vity detection) & $f;zc27igkp3fekf;i)\feroljme\:}"\“\re(i::Fz:e‘\:‘tr::t:;ecézrﬁzg:jtizrr?tzie?:eft"zi:v%gkbcx in the table below to mark the pockets you are interested in for

blind docking. Click the residue in the sequence list to view the residue you are interested in.

Query ...... 10......... 20.........30......... 40......... 50......... 60......... - 100........ 110......... 12e..
A KSEVAHR FKDLGEENFK ALVLIAFAQY LQQCPFEDHV KLVNEVTEFA KTCVADESAE NCDKSLHTLF GDKL(TADCAKQEPQRI‘IE CLQHKDDNP  NLPRLVRPEV DVM
...... L 1 . PN u) PP O] Fe) SO e PR 7 N PR N D PP O] ) PR T N PRS0 ) PP D P
A Deteccao de cavidades baseada na estrutura (Structure- @ T T B L T .‘.‘f‘?*’.‘f‘?%’e.5?5’??'??32%?‘?‘?’.‘?’? S
. . . , . . KAEFAE VSK!VTD!TK mTECCHGDL LECADDEADE HKYECEMQDS ISSKLKECCE KPLLEKE{(. EVEMPA DLPSLAADFV ESKDVCKNYA EAKDV
based cavi ty detec tlon) (F 1gura 2 8) é realizada pelO algorltmo éLé{sE “LQ&&A@%@B Qé{;‘LLi{aLA {zf{eﬁLékE S CARADPHECY. ;@;aeem vééé@Liké ”&ééLé&QLéE QkEQm'\LLvR m‘m&g vy
CurPocket®, que an alisa as curvaturas da superficie da proteina ;pm g:«}(;;:&ék‘ 'péﬁ.;;{:;\! jLs'y‘vLﬁiz[ TS, l;p&%k&&%'q mi;é(é&;g "LOETRK ERAETFTI ADLCTLSEE. RODKKGT
tas . ~ . . ALV ELVKKPRAT NEQLKAWOD FAAFVEKCOK ADDKETCFAE EGKKLVAASQ Ah
para prever os sitios de ligacdo, ou seja, as cavidades de uma e et g e s S e et o Tt e Tt

sequence list with black underline! Please check if these positions fall in the detected pockets.

determinada proteina, além de calcular os centros e os tamanhos

CurPocket Cavity Center Cavity size

delas (Liu, Grimm, Dai, Hou, Xiao, Cao, 2020; Liu, Yang, Gan, e L 2
aci 6288 29,6810  21,25,25

Chen, Xiao, Cao, 2022). Esta secdo é organizada em quatro m = (T T
SUbsegéeS: oc3 674 11,5527 14129
ocs 655 28,-63,34  12,10,22

= SUbse?ao 1: Consulta A (Query A) (a), oCs 589 43,545 14128

» Subsecio 2: Visualizador NGL® (NGL®-viewer) (b);
» Subsecido 3: Quadro de informacdes das cavidades (c).

)

atom: [GLUJ230:ACA (RECEPTOR)
Center  Fullscreen = Show Surface  Hide Pocket = Hide Label £ @ @

Figura 28 — Detecc¢do de cavidades baseada na estrutura (Structure-based

cavity detection)
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2.1. Subsecao 1: Consulta A (Query A)

Nesta primeira subsecdo, o usudrio pode observar a
sequéncia de residuos de aminoacidos da proteinas submetida.
No exemplo apresentado na Figura 29, estdo observados os
resultados obtidos para a cavidade Cl1 da albumina sérica
humana utilizando o arquivo 6M5D.pdb, sendo que os residuos
destacados em vermelho correspondem aos associados a
cavidade C1. Caso o usuario selecione outras cavidades, novos
residuos serdao destacados em cores diferentes.

1% cacconcc @O .................. 221550 000000¢ ?E{s)sccooconoc 240.

300....c.0.. 310. c e e e v e 320 e e e 0000330340000 e 350.

520 cccecnea 530 caiceane 540..cccc0. 550 ccecancs 560.ccecence 570 .

KLVAASQ AA

Figura 29 - Subsecdo 1: Consulta A.
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2.2. Subsecio 2: Visualizador NGL® (NGL®-
viewer)

Esta subsecdo utiliza o visualizador NGL® (NGL-viewer®)
para exibir a proteina submetida e suas cavidades. Este programa
possui varios botdes de controle (Figura 30):
= Centro (Center) (a): clicando neste botdo, a molécula é
reposicionada no centro da imagem;
= Tela cheia (Full screen) (b): este botido exibe a proteina em
tela cheia. Para retornar ao formato anterior, basta clicar na
tecla ESC;

= Exibir superficie (Show surface) (c): este botdo exibe a
superficie completa da proteina (ndo apenas da area da

cavidade, como mostrado na Figura 24);
= Esconder bolso (Hide pocket) (d): este botao permite deixar

de exibir a superficie da parte da molécula ao redor da

cavidade;
* Esconder legendas (Hide label) (e): este botio remove as
legendas de tipo e numero de residuo de aminoécido

exibidas; @ @ @ @ @

Center  Fullscreen = Show Surface =~ Hide Pocket Hidelabel & © @

Figura 30 — Botdes de controle do visualizador NGL".
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No NGL-viewer®, é observado em destaque o residuo de
aminoacido ou a cavidade selecionada. Assim, se o usudrio clicar
em um residuo de aminoacido na secdo Consulta A (Query A), a
molécula serd girada e o residuo selecionado serd exibido em
destaque nesta visualizacao.

Por outro lado, se o usuario selecionar uma cavidade, o
programa ird girar a molécula para mostrar a cavidade
selecionada.

Na Figura 31, observe em destaque a metionina 298 da
cavidade C1 (a), onde os residuos de aminoacidos estdo escritos
na cor vermelha. Observe também a treonina 467 da cavidade C2
(b), sendo que nesta cavidade os residuos sdo escritos em fonte
de cor azul. Vale ressaltar que a translucidez observada na figura
deve-se ao fato de a superficie da proteina ser exibida em ambos
0S Casos.

Figura 31 — Botdes de controle da figura apresentada.
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O visualizador NGL® apresenta também icones de controle

de exibicdo da figura apresentada (Figura 32). A figura apresenta
a cavidade C1 da albumina sérica humana, onde é possivel
realizar os seguintes ajustes por meio dos icones:

Configuracoes (Settings) (a): este icone abre a janela
Configuracoes (Settings) (b), onde o usuério pode controlar
a opacidade (Opacity), corte da superficie préxima ao
operador (ClipNear), corte da superficie distante (ClipFar),
exibicdo do fundo (Background) e cor preta do fundo (Dark
stage);

Salvar figura (Save picture) (c): este icone abre a janela
Salvar figura (Save Picture) (d) e determina as formas de
salvar a figura em relagdo ao tamanho (Scale),
Antisserilhamento (Antialias), Aparar (Trim), Fundo
transparente (Transparent) e nome da figura (PicName). Para
salvar a imagem, o usudrio deve clicar no botdo Exporte
(Export) e a figura serd salva no formato PNG;

Manual (e): este icone direciona o usudrio para a pagina do
manual do CB-Dock2®.

As representacdes das interacdes quimicas e 0s esquemas de

cores do visualizador NGL estdao apresentados nos Anexos 2 e 3,
respectivamente.

Q (O | o @ Settings

@ @ @ opacity

clipNear
clipFar
background

dark stage

@ Save Picture

scale
antialias
trim
transparent

picName

export

Figura 32 — Botdes de controle da figura apresentada.

]

ool

O

O

=0

screenshot

-Png
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2.3. Subsecao 3: Quadro de informacoes das
cavidades

Na terceira secdo, é apresentado o Quadro observado na
Figura 33, com os resultados obtidos para as cinco cavidades da
albumina sérica humana (6M5D.pdb). Vale ressaltar que,
conforme apresentado anteriormente, o numero de cavidades é
determinado pelo usuério, porém é sugerido que este nimero
seja preferencialmente abaixo de 20 para que ndo existam
resultados falsos positivos (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao,
2022). Neste quadro sdo apresentados os seguintes resultados:

» Identificacao da cavidade (CurPocket ID) (b): onde cada
cavidade é indicada por um coé6digo. No caso da primeira
cavidade, o cédigo é C1, na segunda C2, e assim por diante;

* Volume da cavidade em angstrons cubicos (Cavity volume
A3) (¢): indica o volume da cavidade;

= Centro da cavidade (x,y,z) (Center (x,y,z)) (d): indica a
posicao do centro da cavidade nos eixos X, y e Xx;

» Tamanho da cavidade (Cavity size (x,y,z)) (e): indica o
diametro da cavidade nos eixos x, y e z em angstrons.

OO

CurPocket Cavity
ID volume (A3)
@C1 6288
0C2 1518
OC3 674
OocC4 655
OC5 589

O,

Center
(X, y,2)

29, -68, 10
21,-49, 14
11, -55, 27
28,-63, 34

43,-54,5

@

Cavity size
x, ¥, 2)

21, 25,25
23,19, 18
14,12, 9
12,10, 22

14,12, 8

Figura 33 — Analisando as cavidades da proteina pela detecgdo de

cavidades baseada na estrutura (Structure-based cavity detection).
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2= Template-based cavity detection

[ Detected pockets from refering homologus proteins (Submitted Protein: 6m5d.pdb)

3. Secao 2: Deteccao de cavidades baseada em
modelos (Template-based cavity detection) z.,x:’”__C?m_k_‘fe_ib‘_e_%‘f\f"_m\."_ef'f'_f_fp_“f'_"_f_O_”ff“f_c_"__C_“_(_k_[_hefs_‘_o_“_e_‘_",‘,'fqurff‘_ff_\ﬁ‘ff".‘he_ff‘_d “_ef'fff'_e_‘_”.‘_e_'ffef_”f ______ e

A Deteccdo de cavidades baseada em modelos (Template- e e st T e e R KT KL
based cavity detection) (Figura 34) utiliza o algoritmo N, S P ——
FitPocket® que realiza uma busca em bancos de dados para a i i 3 i e o
encontrar proteinas semelhantes a submetida. Assim, a detec¢io
das cavidades da proteina é realizada usando como modelo
outros arquivos PDB da mesma proteina de seres vivos da

523 63
SEKERQL KKQTALVELV KHKPKATKEQ LKAVMDDFAA FVEK(CKADD KETCF,
\89(ASP), A91(CYS), A101(CYS), A103(LEU)! Thess

ighlighted in the sequence list with black underline!

Template Pocket Pocket

mesma espécie ou de espécies diferentes, ou ainda arquivos PDB ° I

de outras proteinas semelhantes 4 submetida (Liu, Yang, Gan,
Chen, Xiao, Cao, 2022). Da mesma forma que o CurPocket®, S
este algoritmo prevé os possiveis sitios de ligacdo (localizados s s s s e

nas cavidades da superficie da proteina submetida) e calcula os
centros e os tamanhos delas (Liu, Grimm, Dai, Hou, Xiao, Cao,
2020). Esta secdo é organizada em:

©

= Subsecao 1: Sequéncias de residuos de aminoécidos da T [ e T e e
proteina modelo e da proteina submetida — Consulta A —L -
(Query A) (a);

» Subsecio 2: Visualizador NGL® (NGL" -viewer) (b);

» Subsecido 3: Quadro de informacdes das cavidades (c).

Figura 34 — Deteccdo de cavidades baseada em modelos (Template-based

cavity detection)
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3.1. Subsecao 1: Sequéncias de residuos de
aminoacidos da proteina modelo e da proteina
submetida — Consulta A (Query A)

Nesta primeira subsecdo, sdo apresentadas as sequéncias de
residuos de aminoacidos da proteina modelo e da proteina
submetida.

No exemplo da Figura 35, é apresentada a sequéncia de
residuos de aminoédcidos da proteina modelo (2bxg A) (a).
Assim, o CB-Dock2® realizou uma busca e selecionou como
proteina modelo a do arquivo 2BXG.pdb, que refere-se a
albumina sérica humana ligada ao ibuprofeno (Ghuman,
Zunszain, Petitpas, Bhattacharya, Curry, 2011). Os residuos
destacados em azul referem-se aos associados a cavidade C1.

Logo abaixo, em Consulta A (Query A) (b), é apresentada a
sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina submetida
(no caso, a 6M5D.pdb), sendo que os residuos destacados em
azul referem-se aos associados a cavidade C1.

&~ Detected pockets from refering homologus proteins (Submitted Protein: 6m5d.pdb)
Tips: Click the table below to view the pocket information. Click the residue in the sequence list to view the residue
you are interested in.

Query ......... 13.......0 23,0000 X 43,0000 X 63.....00.0 4 T
A

A730 00l 183...00ue 193...0000nnn 203,000 213 0000 223 00 innnn 233,000 243.....00.

@ EC ADDRADLAKY ICENQDSISS KLKECCEKPL LEKSHCIAEV ENDEMPADLP SLAADFVESK DVCKNYAEAK DVFLGMFL

GK  KLVAASQAA

Attention: The chains of the uploaded protein are broken at position A76(THR), AS8(ALA), A89(ASP), A91(CYS), A101(CYS), A103(LEU)! These
positions are highlighted in the sequence list with black underline! Please check if these positions fall in the detected pockets.

Figura 35 — Analisando as cavidades da proteina pela detecgdo de

cavidades baseada em modelos (Template-based cavity detection).
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3.2. Subsecio 2: Visualizador NGL® (NGL°® -
viewer)

Esta subsecdo utiliza o visualizador NGL® (NGL-viewer®)
(Figura 36) para exibir a proteina submetida e suas cavidades.
Este programa possui varios botoes de controle:
= Centro (Center) (a): clicando neste botdo, a molécula é
reposicionada no centro da imagem;
= Tela cheia (Full screen) (b): este botido exibe a proteina em
tela cheia. Para retornar ao formato anterior, basta clicar na
tecla ESC;

= Exibir superficie (Show surface) (c): este botdo exibe a
superficie completa da proteina (ndo apenas da area da

cavidade, como mostrado na Figura 24);
= Esconder bolso (Hide pocket) (d): este botao permite deixar

de exibir a superficie da parte da molécula ao redor da

cavidade;
= Exibir proteina modelo (Show template(Pro)) (e): exibe a

O,

Center  Fullscreen = Show Surface = Hide Pocket = Show Template(Pro) = Show Template(Lig)
HideLabel & @ @

proteina modelo;
= Exibir ligante modelo (Show template(Lig)) (f): exibe o
ligante modelo;

Figura 36 — Botdes de controle da figura apresentada.
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* Esconder legendas (Hide label) (Figura 37a): este botdo
remove as legendas do tipo e numero de residuo de
aminoacido exibidas;

* Botao de configuracoes (Settings) (b): que abre a janela
Configuracoes (Settings) (c), onde o usudario pode controlar
a opacidade (Opacity), corte da superficie préxima ao
operador (ClipNear), corte da superficie distante (ClipFar),
exibicdo do fundo (Background) e cor preta do fundo (Dark
stage);

* Botao para salvar figura (Save picture) (d): que abre a
janela Salvar figura (Save Picture) (e) e determina as
formas de salvar a figura em relagdo ao tamanho (Scale),
Antisserilhamento (Antialias), Aparar (Trim), Fundo
transparente (Transparent) e nome da figura (PicName). Para
salvar a imagem, o usudrio deve clicar no botdo Exporte
(Export) e a figura serd salva no formato PNG;

= Botao de ajuda (f): que direciona o usudrio para a pagina do
manual do CB-Dock2®.

Hidelabel & @®© @

O OO
@ Setiings :

opacity ]
clipNear ®
clipFar ]

background O

dark stage OJ

@ Save Picture x

scale =0
antialias
trim

transparent

picName screenshot .png

export

Figura 37 — Botdes de controle da figura apresentada.
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3.3. Subsecao 3: Quadro de informacoes das
cavidades

Nesta subsecdo (Figura 38), sdo apresentados os resultados
obtidos pelo FitPocket®, que busca proteinas que possuam
estruturas e composicao semelhantes para determinar a
localizacdo de possiveis cavidades de interacdao com o ligante.
Vale ressaltar que o nimero de cavidades foi determinado pelo
usuario, porém é sugerido que este numero seja
preferencialmente abaixo de 20 para que nao existam resultados
falsos positivos (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022).

Neste quadro sdo apresentados os seguintes resultados:

= Cédigo de identificacao da cavidade ajustada (FitPocket
ID) (a): Neste caso, a cavidade é determinada por
comparac¢ao com outro arquivo PDB;

= Cédigo do modelo (Template ID) (b);

* Proteina modelo (Template protein) (c): indica o cédigo
PDB do arquivo usado como modelo;

* Ligante modelo (Template ligand) (d): indica o cédigo do
ligante usado como modelo;

ONORONO,

) Template Pocket Pocket
FitPocket Template . Template FP2 . Consensus
Do = Protein ligand® @ Identity RMSD
° ’ ° ®
®F1 t1 2bxg IBP 1.0 1.0 0.46 C1 (10%)
OF2 t2 60ci IBP 1.0 0.9 0.44 C5 (78%)
OF3 t3 2vdb NPS 0.64 1.0 0.61 C4 (38%)
OF1 t4 40r0 NPS 064 092 0.88 C1 (11%)
OF2 t5 5dby NPS 0.64 0.9 0.48 C5 (70%)

Figura 38 — Analisando as cavidades da proteina pela deteccdo de

cavidades baseada na estrutura (Structure-based cavity detection).
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* Similaridade da proteina modelo e do ligante submetido
(FP2) (Figura 39a): que corresponde a similaridade dos
residuos de aminoacidos do modelo proteina-ligante com a
proteina-ligante submetidos. Assim, ao usar a detec¢do de
cavidades baseada em modelos (Template-based cavity
detection), o CB-Dock2® procura em banco de dados,
arquivos de proteina-ligante idénticos ou similares aos
submetidos, sendo escolhidos aqueles que possuam FP2 >
0,4. Vale a pena ressaltar a diferenca entre similaridade e
identidade de sequéncia de aminoacidos. Enquanto na
identidade de sequéncia, os residuos de aminoacidos devem
ser iguais; na similaridade, os aminoacidos podem ser
substituidos por outros com propriedades fisico-quimicas
semelhantes (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022). No
exemplo da Figura 30, as cavidades F1 e F2 apresentaram o
valor de FP2 igual a 1, o que corresponde a 100% de
similaridade. Isto se deve ao fato de as proteinas modelo e os
ligantes serem similares aos submetidos. No caso da F1, o
arquivo modelo é o 2BXG.pdb (Ghuman, Zunszain, Petitpas,
Bhattacharya, Curry, 2011), que corresponde a albumina
sérica ligada ao ibuprofeno e no caso da F2, o arquivo
modelo é o 60CI.pdb, (Sekula, Zielinski, Bujacz, Bujacz,
2020), que corresponde a albumina equina ligada ao
ibuprofeno;

O,

) Template Pocket Pocket
FitPocket Template . Template FP2 . Consensus
Do = Protein Ligand @ Identity RMSD
° ’ ° ®
®F t1 2bxg IBP 1.0 1.0 0.46 C1 (10%)
OF2 t2 60ci IBP 1.0 0.9 0.44 C5 (78%)
OF3 t3 2vdb NPS 0.64 1.0 0.61 C4 (38%)
OF1 t4 40r0 NPS 064 092 0.88 C1 (11%)
OF2 t5 5dby NPS 0.64 0.9 0.48 C5 (70%)

Figura 39 - Similaridade da proteina modelo e do ligante submetido (FP2).
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* Identidade de sequéncia da proteina modelo e da
proteina submetida na regido da cavidade (Pocket
identity) (Figura 40a): conforme mencionado
anteriormente, a identidade de sequéncia dos residuos de
aminoacidos das cavidades da proteina modelo e submetida
corresponde a quantidade de residuos idénticos. No caso da
F1, o arquivo modelo é o 2BXG.pdb (Ghuman, Zunszain,
Petitpas, Bhattacharya, Curry, 2011), que corresponde a
albumina sérica ligada ao ibuprofeno. Por isso a identidade
foi de 1.0 ou seja 100% dos residuos de aminoacidos sdo
idénticos, uma vez que os arquivos modelo e submetido
apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos na cavidade
F1, uma vez que a proteina é a mesma, no caso a albumina
sérica humana. No caso da F2, o arquivo modelo é o
60CI.pdb, (Sekula, Zielinski, Bujacz, Bujacz, 2020), que
corresponde a albumina equina ligada ao ibuprofeno e a
identidade de sequéncia foi de 0,9, ou seja 90%, o que indica
que a sequéncia de residuos de aminoacidos da cavidade F1
da albumina sérica humana é 90% igual a do cavalo;

O,

) Template Pocket Pocket
FitPocket Template . Template FP2 . Consensus
Do = Protein ligand® @ Identity RMSD
° ’ ° ®
®F1 t1 2bxg IBP 1.0 1.0 0.46 C1 (10%)
OF2 t2 60ci IBP 1.0 0.9 0.44 C5 (78%)
OF3 t3 2vdb NPS 0.64 1.0 0.61 C4 (38%)
OF1 t4 40r0 NPS 064 092 0.88 C1 (11%)
OF2 t5 5dby NPS 0.64 0.9 0.48 C5 (70%)

Figura 40 — Identidade de sequéncia da proteina modelo e da proteina

submetida na regido da cavidade (Pocket identity).
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* Raiz quadrada do desvio quadratico médio das proteinas
modelo e submetida na regiao da cavidade (Pocket RMSD)
(Figura 41a): a raiz quadrada do desvio quadratico médio
das posi¢des atdomicas (RMSD, do inglés root-mean-square
deviation of atomic positions) corresponde a medida da
distancia média entre os atomos da cadeia principal de
proteinas sobrepostas. Corresponde a uma medida de
precisdo, comparando a proteina modelo com a submetida. O
valor do RMSD nao apresenta valor negativo e quanto menor
for o seu valor, mais préximos os atomos da proteina
submetida estdo da proteina modelo (Jewett, Huang, Ferrin,
2003);

* Consenso de encaixe entre as cavidades estabelecidas
pelo método de deteccio de cavidades baseada na
estrutura de acordo com a taxa de sobreposicao dos
residuos da cavidade (Consensus) (Figura 41b): apresenta a
média de 4&tomos da cadeia principal que estdo posicionados
no mesmo local, comparando os residuos da proteina modelo
e submetida. Quanto maior o valor, maior o nimero de
atomos que apresentam a mesma posicdo (Blanes-Mira,
Fernadndez-Aguado, de Andrés-Lépez, Fernandez-Carvajal,
Ferrer-Montiel, Fernandez-Ballester, 2022).

ONO,

) Template Pocket Pocket
FitPocket Template . Template FP2 . Consensus
Do = Protein ligand® @ Identity RMSD
° ’ ° ®
®F1 t1 2bxg IBP 1.0 1.0 0.46 C1 (10%)
OF2 t2 60ci IBP 1.0 0.9 0.44 C5 (78%)
OF3 t3 2vdb NPS 0.64 1.0 0.61 C4 (38%)
OF1 t4 40r0 NPS 064 092 0.88 C1 (11%)
OF2 t5 5dby NPS 0.64 0.9 0.48 C5 (70%)

Figura 41 — Raiz quadrada do desvio quadratico médio das proteinas

modelo e submetida na regido da cavidade (Pocket RMSD) e consenso de
encaixe (Consensus)
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1. Docagem cega no CB-Dock2®

Apés clicar no link: View Result da opcio Busca de
cavidades (Search cavities) na Secio Trabalhos submetidos
(Submitted jobs), serd aberta uma nova guia que apresenta os
resultados de docagem cega (Figura 42), a qual é dividida em
trés secoes:

= Secao 1: Cavidades detectadas e poses de ligacdo de ligante
previstas (Detected cavities and predicted ligand-binding
poses) (a);

» Secao 2: Docagem cega baseada em estrutura (Structure-
based blind docking) (b);

» Secao 3: Docagem cega baseada em modelo (Template-based
blind docking) (c).

cavities and predicted ligand-binding poses

Figura 42 — Pagina com resultados de docagem cega.
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2. Secao 1: Cavidades detectadas e poses de
ligacao de ligante previstas (Detected cavities and
predicted ligand-binding poses)

A Secdo Cavidades detectadas e poses de ligaciao de
ligante previstas (Detected cavities and predicted ligand-
binding poses) (Figura 43) é subdividida em quatro subsecdes:

» Subsecio 1: Informacgdes gerais (a);

= Subsecao 2: Sequéncia de residuos de aminoéacidos da
proteina analisada - Consulta A (Query A) (b);

» Subsecido 3: Quadro de informacdes sobre as cavidades (c);

» Subsecio 4: Visualizador NGL® (NGL®-viewer) (d).

2= Detected cavities and predicted ligand-binding poses

Submitted Protein Submitted Ligand Detected Pockets @ Representative binding poses @
6m5d.pdb IBP_ideal.sdf 5 5

Query
A

AT6(THR), ASS(ALA), ASS(ASP), A91(CYS), AI81(CYS), A183(LEU)! T

Contact
Pockets @ Download @ Score @ Template @
residues @

O,
®
@

Center | Fullscreen  Hide Surface  Hide Label = Hide Contact  Ligand Style ~  Color Ligand ~

Receptor Style ~  ColorReceptor > & @ @

@

Figura 43 — Subsecdes da Secdo Cavidades detectadas e poses de ligacdo de

ligante previstas (Detected cavities and predicted ligand-binding poses).
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2.1. Subsecao 1: Informacgoes gerais

Esta primeira subsec¢do (Figura 44) apresenta as informagdes

apresentadas a seguir:

Proteina submetida (Submitted protein) (a): apresenta o
cédigo PDB do arquivo da proteina submetida;

Ligante submetido (Submitted ligand) (b): apresenta o
arquivo do ligante submetido;

Cavidades detectadas (Detected pockets) (c): apresenta o
numero de cavidades detectadas, definida previamente pelo
usudrio. Cavidades que apresentem uma sobreposicdo de
residuos acima de 50% s3ao consideradas as mesmas
cavidades;

Poses de ligacao representativas (Representative binding
poses) (d): poses com o valor de RMSD abaixo de 2 A sio
consideradas as mesmas poses.

O, ®)

Submitted Protein Submitted Ligand

6m5d.pdb IBP ideal.sdf

Detected Pockets @ Representative binding poses @
5 5

() @

Figura 44 — Subsecdo 1: Informacgdes gerais.




CB-Dock2: Implementando a detec¢do de cavidades em proteinas guiada por docagem cega 61

2.2. Subsegéo 2: Consulta A (Query A) NEVTEFA KTCVADESAE NCDKSLHTLF GDKLCTADCAKQEP

Esta segunda subsecdo (Figura 45) apresenta a sequéncia de FLKKYLY EIARRHPYFY APELLEFAKR YKAAETECC
residuos de aminoacidos da proteina submetida, denominada L ditbcoaccoa: ek cmace s 208 ...
Consulta A (Query A) (a). Os residuos evidenciados na cor 210 ..., 220......... 230......... 240.
vermelha pertencem a cavidade C1 e o traco subscrito indica FERH (AL At (LR GERNE T

regides “quebradas” da proteina. Esta se¢do apresenta também, HTECCHGDL LECADDRADL AKYICENQDS TSSKLKECC
no final, eventuais observa¢cdes do CB-Dock2® sobre o arquivo 280......... 290......... 300......... 318.....

submetido (b). ....320 33 340 350.

C IEE.FEQLGE vrGonAlLVE  NTkEVPQVST  PTLVE
e

S 440......... 45

........ 479.........486.........499.........

SR LT G Sl cnaconac 576.

GKKLVAASQ AA

Attention: The chains of the uploaded protein are broken at position
A76(THR), AS8(ALA), AS9(ASP), A91(CYS), A101(CYS), A1@03(LEU)! These
positions are highlighted in the sequence list with black underline!
Please check if these positions fall in the detected pockets.

Figura 45 — Subsecdo 2: Consulta A.
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2.3. Subsecao 3: Quadro de informacdes gerais

A terceira subsecdo (Figura 46) apresenta as seguintes

informacgodes:

Cavidades (Pockets) (a): indica a numeracio de cada
cavidade da proteina;

Baixar (Download) (b): permite que o usudrio baixe um
arquivo no formato MOL2 ou PDB do ligante (Ligand
[MOL2], [PDB]) ou do complexo proteina-ligante no formato
PDB (Protein-Ligand [PDB]) com a melhor posi¢do prevista
para cada cavidade;

Pontuacao (Score) (c): corresponde ao menor valor obtido a
partir do cédlculo do RMSD entre as melhores poses obtidas
por cada método de docagem;

Residuos de contato (Contact residues) (d): indica os
residuos de contato em relacio a melhor posicio em cada
cavidade. O link View abre uma janela que mostra a
pontuacio e os residuos de contato de cada cavidade (e);
Modelo (Template) (f): indica o arquivo PDB usado como
modelo para detec¢do de cavidades. A abreviatura NA (No
Archive) indica que ndo foram encontrados arquivos PDB
para serem usados como modelo.

OBNOBNONONO

Contact
Pockets @ Download @ Score @ . Template @
residues @
Ligand [MOL2], [PDE] .
1 . : — -9.0 View 6oci
Protein-Ligand [PD3]
Ligand [MOL2], [PDE] )
2 - . I -4.8 View 2vdb
Protein-Ligand [PL3]
Ligand [MOL2], [PDE] i X
3 - . - 12.4 View 4or0
Protein-Ligand [PD3] E—
Ligand [MOL2], [PDE] _ . )
4 - . ——— =-0. 3 "\" 1ew 4"'.‘/‘-k
Protein-Ligand [PDE] E—
Ligand [MOL2], [PDE] _
5 '0-0 18w INA

Protein-Ligand [PDE]

@ Pocket: 1 & Score: -9.0 x

Chain A: LEU387 ILE388 LYS389 GLN390 ASN391
CYS392 PHE395 PHE403 LEU407 ARG410 TYR411
LYS414 LEU430 VAL433 GLY434 SER435 CYS437
CYS438 ALA449 LEU453 LEU457 ARG485 SER489

Figura 46 — Subsecdo 3: Quadro de informagdes gerais.
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A partir dos arquivos obtidos na coluna Baixar (Download),
é possivel observar o ligante e o complexo proteina ligante em
programas de simulacdo computacional.

Na Figura 47, foram utilizados os arquivos de ligante e
proteina-ligante para observar no programa computacional
RasMol: o ibuprofeno (a) no modo Sticks e padrao de cores CPK
e o complexo ibuprofeno-albumina sérica humana com o
ibuprofeno (b) representado no modo Spacefill e padrao de cor
Chains e a albumina sérica humana no modo Cartoons e padrao
de cor Chains.

63
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Figura 47 — Observagédo do ibuprofeno e do complexo ibuprofeno-albumina
sérica humana no software RasMol.
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2.4. Subsecao 4: Visualizador NGL® (NGL®-
viewer)

O visualizador NGL® (NGL°®-viewer) (Figura 54) apresenta
as seguintes funcoes:

= Centro (Center);

= Tela cheia (Fullscreen);

= Esconder superficie (Hide surface);

= Esconder legendas (Hide labels);

= Esconder ligacdes quimicas (Hide contact);

= Estilo do ligante (Ligand style): exibe o ligante nos modos
Bola e varetas (Ball&Stick), Preenchimento de espaco
(Spacefill), Varetas (Licorice) e Superficie (Surface);

» Cor do ligante (Color ligand): por elemento quimico (by
element), por ligante (by ligand) ou monocromatico
(uniform);

» Estilo do receptor (Receptor style): Desenho (Cartoon),
Cadeia principal (Backbone), Preenchimento de espaco
(Spacefill), Varetas (Licorice), Superficie (Surface).

Center  Fullscreen Hide Surface Hide Label Hide Contact

@ Ligand Style ¥  Color Ligand ¥  Receptor Style ¥

ColorReceptor ¥ & @& @

Figura 48 — Subsecao 4: Visualizador NGL.
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» Cor do receptor (Receptor color): por cadeia (by chain), por
estrutura secundaria (by secondary structure), por
hidrofobicidade (by hydrophobicity), por elemento quimico
(by element), pelo fator-B (by B-fator) ou monocromatico
(uniform) (ver Anexo 3);

* Botao de Configuracoes (Settings)

* Botao de Salvar figura (Save picture);

* Botiao de Menu de ajuda (Figura 49a).

Center  Fullscreen  Hide Surface = Hide Label = Hide Contact
Ligand Style ¥  Color Ligand ¥  Receptor Style ~

Color Receptor ¥ £} @

Figura 49 - fcones do visualizador NGL.
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3. Secao 2: Docagem cega baseada em estrutura
(Structure-based blind docking)

A Docagem cega baseada em estrutura (Structure-based
blind docking) utiliza o algoritmo CurPocket® para localizagdo
das cavidades da proteina e o programa AutoDock Vina® para
obter os resultados de docagem cega (Figura 50).

O CurPocket® é um algoritmo que analisa as curvaturas da
superficie da proteina para prever os sitios de ligacdo, ou seja, as
cavidades de uma determinada proteina, além de calcular os
centros e os tamanhos delas (Liu, Grimm, Dai, Hou, Xiao, Cao,
2020; Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022).

O AutoDock Vina® realiza a Docagem cega baseada em
estrutura (Structure-based blind docking) e utiliza trés
estratégias para estabelecer uma pontuagio:
= Campo de forga: baseia-se na forca intermolecular de van

der Waals e as interagles eletrostaticas entre todos os

atomos do ligante e da proteina usando um campo de forga;
* Empirico: baseia-se na contagem do nimero de varios tipos
de interacgdes entre os dois parceiros de ligacao;

’ :

P AN 4
NLW B

0/

Figura 50 — Na secdo Docagem cega baseada em estrutura, o usuério
encontra resultados fornecidos pelo CurPocket® e AutoDock Vina®.
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= Baseado em conhecimento: é determinada a partir de
observacdes estatisticas de contatos proximos
intermoleculares disponiveis em bancos de dados (como
Protein Data Bank) (Quiroga, Villarreal, 2016).

De forma resumida, o melhor resultado de docagem cega é

estimado a partir do valor mais baixo indicado pelo AutoDock @
Vina® (kcal/mol), indicando a maior afinidade de ligagdo entre o
ligante e a proteina (Xue, Liu, Russell, Li, Pan, Fu, Zhang, 2022)
(Figura 51).

A Secao 2: Docagem cega baseada em estrutura (Structure-
based blind docking) é subdividida em trés subsec¢des (Figura
51):
= Subsecao 1 (a): Informacgdes gerais;

* Subsegdo 2 (b): Visualizador NGL%; = = = .
» Subsecao 3 (c): Quadro de resultados. o '

&= Structure-based Blind Docking

Submitted Protein Submitted Ligand Detected CurPockets
6m5d.pdb 1BP ideal.sdf 5

CurPocket Vina ! Cavity Center  Docking size Contact
D score  volume (A% (xy.2) (xy.2) residues

=

ecs -2.0 589 43, -545 19, 19,19 View

»?

-76 655 28,-63,34 19,1927

a -7.0 6288 29,-68, 10  26,30.30

Y 25 »E PE PE

Figura 51 — Subsec¢des da Se¢do Docagem cega baseada em estrutura

(Structure-based blind docking).
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3.1. Subsecao 1: Informacodes gerais

Esta primeira subse¢do (Figura 52) apresenta as informagdes

apresentadas a seguir:
* Proteina submetida (Submitted protein) (a): apresenta o @ @

cédigo PDB do arquivo da proteina submetida;

) Ligaflte supmetido (Sul?mitted ligand) (b): apresenta o Submitted Protein Submitted Ligand
arquivo do ligante submetido; ,

» Cavidades detectadas (Detected pockets) (c): apresenta o 6m5d.pdb IBP ideal.sdf
numero de cavidades detectadas, definida previamente pelo Detected CurPockets
usudrio. Cavidades que apresentem uma sobreposicdo de @ m
residuos acima de 50% s3ao consideradas as mesmas 3
cavidades;

= Botao ocultar (Hide) (d): oculta os resultados de Docagem @
cega baseada em estrutura (Structure-based blind docking).

Figura 52 — Subsec¢do 1: Informacdes gerais.
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3.2. Subsecao 2: Visualizador NGL® (NGL°®-
viewer)

O visualizador NGL® (Figura 53) apresenta os botdes:

= Centro (Center) e Tela cheia (Fullscreen);

= Estilo do ligante (Ligand style): exibe o ligante nos modos
Bola e varetas (Ball&Stick), Preenchimento de espaco
(Spacefill), Varetas (Licorice) e Superficie (Surface);

» Cor do ligante (Color ligand): por elemento quimico (by
element), por ligante (by ligand) ou monocromatico
(uniform);

» Estilo do receptor (Receptor style): Desenho (Cartoon),
Cadeia principal (Backbone), Preenchimento de espaco
(Spacefill), Varetas (Licorice), Superficie (Surface) e
Esconder o receptor (Hide receptor).

» Cor do receptor (Receptor color): por cadeia (by chain), por
estrutura secundaria (by secondary structure), por
hidrofobicidade (by hydrophobicity), por elemento quimico
(by element), pelo fator-B (by B-fator) ou monocromatico @ Center = Fullscreen  Ligand Style ¥  Color Ligand ~
(uniform) (ver Anexo 3);

* Botoes de Configuracoes (Settings), Salvar figura (Save
picture) e Menu de ajuda.

Receptor Style ¥ ColorReceptor v & @ @

Figura 53 — Subsecdo 4: Visualizador NGL.
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OJONOMONORONO

3.3. Subsecao 3: Quadro de resultados

CurPocket Vina 1= Cavity 1= Center  Docking size Contact

ID score volume (A3) x, v, 2) (x,y,2) residues Download
A terceira subsecdo (Figura 54) apresenta as seguintes ocs 90 539 43,545 19,1919  View H93nd [MOL2] [2DE)
informag()es: - Protein-Ligand [PDE]
» Cédigo de identificacio da cavidade (CurPocket ID) (a): oca 76 655 28,-63,34 19,19,27  View :f’;':nﬁi%
indica a numeracao da cavidade;
* Pontuacao Vina (Vina score) (b): corresponde ao resultado oC 7.0 6288 20,-68,10  26,30,30  View -93nd[MOL2] [PDE]
- Protein-Ligand [PDE]
de Docagem cega baseada em estrutura (Structure-based
blind docking) obtido pelo AutoDock Vina®; oc3 63 674 11,5527 19,19,19  View -93nd [MOL2] [PDE]
* Volume da cavidade (Cavity volume) (c): indica o tamanho | Protein-ligand [FDE]
da cavidade em angstrons (A); oc2  -60 1518 21,-49,14  28,19,19  View -93nd (MOL2). [EDE)

* Centro (Center) (d): indica a posicdo do centro da cavidade Protein-Ligand [EDE]

nos eixos x, y e z;
* Tamanho do sitio de ligacao (Docking size) (e): o tamanho

da cavidade nos eixos x, y e z; Pocket: F2 & Template: t2 & Score: -5.7 %
= Residuos de contato (Contact residues) (f): ao clicar no link
View (g), exibe todos os residuos da cavidade que interagem Chain A: LEU387 ILE388 ASN391 CYS392 PHE403
com o ligante; LEU407 ARG410 TYR411 LYS414 LEU430
= Baixar (Download) (h): permite baixar um arquivo no VAL433 GLY434 CYS437 CYS438 ALA449 LEUA453
formato MOL2 ou PDB do ligante (Ligand [MOL2], [PDB]) ARG485 SER489
ou do complexo proteina-ligante no formato PDB (Protein-
Ligand [PDB]).

Figura 54 — Subsec¢do 3: Quadro de resultados.
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3.4. Interpretando os resultados de docagem

cega baseada em estrutura (Structure-based
blind docking)

A Docagem cega baseada em estrutura (Structure-based
blind docking) corresponde a uma investigacdo inicial da
interacdo entre um ligante e um substrato, onde o CurPocket®
determina quais sdo as cavidades das proteinas que possuem
maior chance de servirem como sitio de ligacdo (por padrio,
geralmente as cinco cavidades mais provaveis) e o AutoDock
Vina® apresenta um valor denominado Vina score que ira indicar
qual cavidade da proteina apresenta a maior chance de interagir
com o ligante.

No exemplo apresentado (Figura 55), a cavidade que
apresenta a maior chance de interacdo com o ligante
corresponde a C5, pois apresenta um menor valor para o Vina
score (a). Entretanto, vale ressaltar que os resultados de
docagem cega baseada em estrutura é apenas uma investigagao
inicial e que a proteina apresenta outros sitios de interagao que
devem ser buscados por meio de outros recursos.

O

CurPocket Vina 1= Cavity 1= Center Docking size Contact
. . Download
ID score volume (A) (x, v, 2) (x, v, 2) residues

ocs 90 589 43,-54,5 19,19,19  View -92ndMOLZL [PDE)
Protein-Ligand [PDB
oca | -76 655 28,-63,34 19,19,27  View -92nd (MOLZ) [PDE]
Protein-Ligand [PDB
ocl  -70 6288 290,-68,10  26,30,30  View -93nd[MOL2 [PDE)
Protein-Ligand [PDB
oc3  -63 674 11,-55,27 19,19,19  View -93nd (MOL2) [EDE]
Protein-Ligand [PDB
Ligand MOL2], [PDB

oC2 -6.0 1518 21,-49,14 28,19, 19 View .
Protein-Ligand [PDB

Figura 55 — Para andlise de resultados da docagem cega baseada em

estrutura, o usudrio deve considerar os valores apresentados no Vina Score.
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4. Secao 3: Docagem cega baseada em modelo
(Template-based blind docking)

A Docagem cega baseada em modelo (Template-based
blind docking) é realizada a partir da deteccdao de cavidades
obtida pelo algoritmo FitPocket® e o programa FitDock® para
obtencdo dos escores de docagem cega (Figura 55). O FitDock®
foi desenvolvido por Yang, Liu, Gan, Xiao, Cao em 2022,
pesquisadores do Laboratério Yang Cao Lab da Universidade de
Sichuan, também responsével pela programacdao do CB-Dock2®.
O FitDock® explora as possiveis conformag¢des do ligante no
sitio ativo da proteina e gera poses de docagem refinadas,
avaliando a afinidade do complexo ligante-proteina (Figura 8).
Testes realizados pelos pesquisadores que desenvolveram este
programa mostraram uma melhoria de 40% a 60% em termos de
taxa de sucesso de encaixe e em velocidade mais rdpida em
relacdo aos métodos de encaixe populares, nos casos em que
existem estruturas de moléculas modelo O FitDock pode ser
utilizado como uma ferramenta de design de medicamentos e de
exploracdo de mecanismos moleculares. Este programa esta
disponivel gratuitamente no link:
http://cao.labshare.cn/fitdock/.

Figura 55 — Na se¢cdo Docagem cega baseada em modelo, o usuério encontra
resultados fornecidos pelo algoritmo FitDock®.
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8= Template-based Blind Docking
Submitted Protein Submitted Ligand Detected FitPockets m
6m5d.pdb IBP ideal.sdf 3

A Secao 3: Docagem cega baseada em modelo (Template-
based blind docking) é subdividida em quatro subsec¢des (Figura
56):

» Subsecio 1: Informagdes gerais (a);

» Subsecio 2: Visualizador NGL® (NGL®-viewer)(b);
» Subseciao 3: Quadro de resultados (c);

» Subsecio 4: Informacdes dos modelos (d).

Center | Fullscreen  Show Template(Lig)  Ligand Style ~  Color Ligand ~

Receptor Style ¥ ColorReceptor + & @ @

FitPocket FitDock 1= Template 1= Contact
N Download
D@ score ID residues
oF2 57 2 iew Hgend OL2L [208)
Protein-Ligand [PDB]
o

Ligand [MOL2], [PD8)
Protein-Ligand [PDE]
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Ligand (MOL2], [PDE]
Protein-Ligand [PDE]

B
kS
=
I<

iew

Ligand [MOL2], [PDE]
Protein-Ligand [PDE]

Templates' information
Template Template Template R0 Pocket Pocket
D Protein @ Ligand @ Identity @ RMSD @

IS
o
5
<

iew

t 2bxg BP 1.0 10 046
2 6oci 8P 1.0 0.9 0.44
3 2vdb NPS 0.64 10 061
t4 4or0 NPS 0.64 092 0.88
t5 Sdby NPS 0.64 09 048

Figura 56 — Subsec¢des da Secdo Docagem cega baseada em modelo

(Template-based blind docking).
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4.1. Subsecao 1: Informacgdes gerais

Esta primeira subse¢do (Figura 57) apresenta as informagdes
apresentadas a seguir:

* Proteina submetida (Submitted protein) (a): apresenta o
cédigo PDB do arquivo da proteina submetida;

* Ligante submetido (Submitted ligand) (b): apresenta o
arquivo do ligante submetido;

» Cavidades detectadas (Detected FitPockets) (c): apresenta o
numero de cavidades detectadas, definida pelo programa
FitPocket®;

= Botao ocultar (Hide) (d): oculta os resultados de Docagem
cega baseada em modelo (Template-based blind docking).

O, ®)

Submitted Protein Submitted Ligand
6m5d.pdb IBP_ideal.sdf

Detected FitPockets
3

©

Figura 57 — Subsec¢do 1: Informagdes gerais.

0]
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4.2. Subsecao 2: Visualizador NGL® (NGL®-
viewer)

O visualizador NGL® (Figura 58) apresenta os botdes:

= Centro (Center) e Tela cheia (Fullscreen);

= Exibir ligante modelo (Show template(Lig));

= Estilo do ligante (Ligand style): Bola e varetas (Ball&Stick),
Preenchimento de espaco (Spacefill), Varetas (Licorice) e
Superficie (Surface);

» Cor do ligante (Color ligand): por elemento quimico (by
element), ligante (by ligand) ou monocromatico (uniform);

» Estilo do receptor (Receptor style): Desenho (Cartoon),
Cadeia principal (Backbone), Preenchimento de espaco
(Spacefill), Varetas (Licorice), Superficie (Surface) e
Esconder o receptor (Hide receptor).

» Cor do receptor (Receptor color): por cadeia (By chain),
estrutura secundaria (By secondary structure),
hidrofobicidade (By hydrophobicity), elemento quimico (By

element), fator-B (By B-fator) ou monocromatico (Uniform)
(ver Anexo 3); Color Ligand ¥  Receptor Style ¥ Color Receptor ¥+ & @

Center = Fullscreen = Show Template(Lig) = Ligand Style ~

* Botoes com icones de Configuracdes (Settings), Salvar @
figura (Save picture) e Menu de ajuda.

Figura 58 — Subsec¢do 2: Visualizador NGL.
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4.3. Subsecio 3: Quadro de resultados @ @ @ @ @

0 d de Resultad Fi 59 t
Quadro  de esultados  (Figura ) apresenta  as FitPocket FitDock 1= Template 1= Contact

informacoes: Download
. . L . . D@ score ID residues
= Cédigo de identificacao da cavidade (FitPocket ID) (a):
indica a numeracao da cavidade; . /. Ligand [MOL2], [PDB]
* Pontuacao FitDock (FitDock score) (b): corresponde ao OF2 -3.7 te View Protein-Ligand [PDE]
resultado de Docagem cega baseada em modelo (Template-
based blind docking) obtido pelo FitDock®; OF2 51 : Vi Ligand [MOL2], [PDB]
= Cédigo de identificacao do modelo (Tenplate ID) (c): N e t —— Protein-Ligand [PDE]
indica a numera¢ao do modelo usado para comparagao;
= Residuos de contato (Contact residues) (d): ao clicar no N . Ligand [MOL2], [PDB]
. . . ] : . OF3 -4.8 t3 View -
link View, exibe todos os residuos da cavidade que interagem Protein-Ligand [PDE]

com o ligante;

» Baixar (Download) (e): permite baixar um arquivo no Ligand [MOL2], [PDE]

OF1 124 t4 View

formato MOL2 ou PDB do ligante (Ligand [MOL2], [PDB]) — Protein-Ligand [PDE]
ou do complexo proteina-ligante no formato PDB (Protein-
Ligand [PDB]). OF1 46.0 t1 View Ligand [MOL2], [PDB]

Protein-Ligand [PDE]

Figura 59 — Subsecdo 3: Quadro de resultados.
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4.4. Subsecio 4: Informacoes dos modelos
Templates’ information

. Esta ) subsecdo (Figura 60) apresenta as seguintes ermolate Template remoiate | FP2 Pocket Pocket
informagdes: |g Protein pd ldentity ~ RMSD
= Cédigo de identificacaio do modelo (Template ID) (a): ) igand@ © ) )
indica o c6digo do modelo;
* Proteina modelo (Template protein) (b): corresponde ao t1 2bxg IBP 1.0 1.0 0.46
arquivo PDB da proteina usada como modelo;
* Ligante modelo (Template ligand) (c): corresponde ao 2 60 IBP 1.0 0.9 0.44
cédigo do ligante usado como modelo no site RCSB PDB;
. Similari(.iade de topologia (FP2) .(d): indica a similaridade t3 vdb NPS 0.64 1.0 0.61
entre o ligante modelo e o submetido, sendo que o valor 1,0
corresponde a 100% de similaridade e assim por diante; ]
t4 4o0r0 NPS 0.64 0.92 0.88
» Jdentidade da cavidade (Pocket identity) (e): indica a of
similaridade na sequéncia de residuos na regido da cavidade 5 5dby NPS 0.64 0.9 0.48

da proteina modelo e a consultada, sendo que o valor 1,0

corresponde a 100% de similaridade e assim por diante;

= RMSD da cavidade (Pocket RMSD) (e): indica o valor da @ @ @ @ @ @
raiz quadrada do desvio quadratico médio das posi¢des
atomicas (RMSD).

Figura 60 — Subsecdo 4: Informag¢des dos modelos.
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4.5. Interpretando os resultados de docagem
cega baseada em modelo (Template-based blind
docking)

A Docagem cega baseada em modelo (Template-based blind
docking) corresponde a uma investigacdo inicial da interagdo
entre um ligante e um substrato, onde o FitPocket® determina
quais sdo as cavidades das proteinas que possuem maior chance
de servirem como sitio de ligacdo e o FitDock® apresenta um
valor denominado FitDock score que ird indicar qual cavidade da
proteina apresenta a maior chance de interagir com o ligante.

No exemplo apresentado (Figura 62), o resultado obtido com
este método de docagem ou seja, a cavidade que apresenta a
maior chance de interacdo com o ligante corresponde a F2, pois
apresenta um menor valor para o FitDock score (a).

Entretanto, vale ressaltar que os resultados de docagem
cega baseada em modelo é apenas uma investigagdo inicial e
que a proteina apresenta outros sitios de interacdo que devem
ser buscados por meio de outros recursos.

FitPocket FitDock 1=

D@

OF2

OF2

OF3

OF1

OF1

O

score

-5.7

-5.1

124

46.0

Template 1=
ID

t2

t5

t3

t4

t1

Contact
residues

View

Download

Ligand [MOL2], [PDB]
Protein-Ligand [PDE]

Ligand [MOL2], [PDB]
Protein-Ligand [PDE]

Ligand [MOL2], [PDB]
Protein-Ligand [PDE]

Ligand [MOL2], [PDB]
Protein-Ligand [PDE]

Ligand [MOL2], [PDE]
Protein-Ligand [PDE]

Figura 62 — Na anadlise de resultados da docagem cega baseada em modelo,

o usudrio deve considerar os valores apresentados no FitDock Score.
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4.6. Comparando os resultados de docagem cega
baseada em estrutura (Structure-based blind
docking) e docagem cega baseada em modelo
(Template-based blind docking)

Para comparar os resultados de docagem cega baseada em
estrutura (Structure-based blind docking) e de docagem cega
baseada em modelo (Template-based blind docking), o usuario
pode usar os visualizadores moleculares para verificar a posi¢ao
dos sitios de ligagdo ou clicar no link View (Visualizar) (Figura
63) para visualizar os residuos de aminoacidos de cada cavidade.

No exemplo apresentado, observa-se que a cavidade 5
indicada pela docagem cega baseada em estrutura (Structure-
based blind docking) e a cavidade F2 indicada pela docagem
cega baseada em modelo (Template-based blind docking),
compartilham 18 aminodacidos idénticos, indicando que ambas
docagens sugerem que a mesma cavidade é a mais provavel para
estabelecer ligacdo entre o IBP e a HSA.

@ Pocket: C5 & Score: -9.0

Chain A: LEU387 ILE388 LYS389 GLN390 ASN391
CYS392 PHE395 PHE403 LEU407 ARG410 TYR411
LYS414 LEU430 VAL433 GLY434 SER435 CYS437
CYS438 ALA449 LEU453 LEU457 ARG485 SER489

@ Pocket: F2 & Template: t2 & Score: -5.7

Chain A: LEU387 ILE388 ASN391 CYS392 PHE403
LEU407 ARG410 TYR411 LYS414 LEU430

VAL433 GLY434 CYS437 CYS438 ALA449 LEU453
ARG485 SER489

Figura 62 — Na anadlise de resultados da docagem cega baseada em modelo,

o usudrio deve considerar os valores apresentados no FitDock Score.
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https://www.pexels.com/photo/serious-man-working-on-laptop-in-office-5324926/. Figura registrada como: Free to use. No attribution
required. Creative Commons Zero (CCO) license.

Pagina 39: Figura 26 — Caso o servico solicitado no CB-Dock2® demore mais do que o esperado, é sugerido que o usuario atualize a
pagina.

Fonte: Subiyanto K. Crop faceless female entrepreneur doing multitasking work on different devices [Internet]. 2020 May 25 [acesso 16 jul
2023]. Disponivel em: https://www.pexels.com/photo/crop-faceless-female-entrepreneur-doing-multitasking-work-on-different-devices-
4474033/. Figura registrada como: Free to use. No attribution required. Creative Commons Zero (CCO0) license.

Pagina 65: Figura 50 — Na secdo Docagem cega baseada em estrutura, o usuario encontra resultados fornecidos pelo CurPocket® e
AutoDock Vina®.

Fonte: Piacquadio A. Man in black jacket sitting on brown wooden folding chair using macbook [Internet]. 2020 Mar 01 [acesso 22 jul 2023].
Disponivel em: https://www.pexels.com/photo/man-in-black-jacket-sitting-on-brown-wooden-folding-chair-using-macbook-3837264/. Figura
registrada como: Free to use. No attribution required. Creative Commons Zero (CCO0) license.

Pagina 70: Figura 55 — Na secao Docagem cega baseada em modelo, o usudrio encontra resultados fornecidos pelo algoritmo FitDock®.
Fonte: Piacquadio A. Woman in blue floral top sitting while using laptop [Internet]. 2018 Jan 17 [acesso 25 jul 2023]. Disponivel em:
https://www.pexels.com/photo/woman-in-blue-floral-top-sitting-while-using-laptop-806835/. Figura registrada como: Free to use. No
attribution required. Creative Commons Zero (CCO0) license.
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Demais figuras nao listadas anteriormente:

Fonte: CB-Dock2: cavity detection guided blind docking [Internet]. 2023 [acesso 08 jan 2023]. Disponivel em: https://cadd.labshare.cn/cb-

dock2/php/index.php. Todas figuras obtidas no site CB-Dock2® (incluindo o logo do servidor) foram utilizadas com a permissdo do Dr. Yang
Cao e equipe YANG CAO LAB®.
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Anexo 1 — Abreviaturas de uma e trés letras dos
aminoacidos

O Quadro 1 apresenta as abreviaturas de uma e trés letras
dos aminoéacidos.

Abreviatura com 1 letra Abreviatura com 3 letras Nome
A Ala Alanina
C Cys, Cis Cisteina
D Asp Acido aspartico
E Glu Acido glutamico
F Phe ou Fen Fenilalanina
G Gly, Gli Glicina
H His Histidina
I Ile Isoleucina
K Lys, Lis Lisina
L Leu Leucina
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Serina
T Thr, The Treonina
\" Val Valina
w Trp, Tri Triptofano
Y Tyr, Tir Tirosina

Fonte: Modificado de: Hassunuma, Souza (2016).

Quadro 1 — Trabalhos submetidos (Submitted jobs).
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Cor Estilo Descricao

Anexo 2 — Representagao das lnteragoes Ligacao de o Ligacdo de hidrogénio entre 4tomos
quimicas no visualizador NGL® hidrogénio doadores e receptores fortes.
o _ Lisacio de Ligacdo de hidrogénio entre um dtomo
O Quadro 2 apresenta as formas de exibicdo das interacdes 1ga¢ o doador de carbono e um aceptor, ou um
i . . ® . ® hidrogénio . A .
quimicas no visualizador NGL® (NGL-viewer®). fraca grupo fosfato inorganico (Pi) e um
atomo doador.
Interacao o Interagdes entre grupos alquil, ou um
hidrofébica grupo alquil e um grupo Pi.
ligacao de Interacdes com atomos de fluor, cloro,
halogénio bromo ou iodo.
Interacao Interagdes entre pares de grupos com
Ionica cargas opostas.
I ~ Interacdes entre um atomo carregado
nteracao .y P
" . - positivamente e os elétrons de um
cation-Pi . . .
sistema Pi deslocalizado.
Empilhamento o Interagdes entre sistemas Pi
Pi-Pi deslocalizados.

Fonte: Modificado de: Rose, Bradley, Valasatava, Duarte, Prlic, Rose, 2018.

Quadro 2 — Representacdo das intera¢des quimicas no visualizador NGL.
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Anexo 3 - Esquemas de cores do visualizador
NGL®

O Quadro 3 apresenta os seguintes esquemas de cores:

» Arco-iris (Rainbow): o terminal amina da proteina ¢é
colorida em azul e o terminal carboxila em vermelho, sendo
que o restante da molécula é colorida em degradé;

» Cadeia (Chain): a primeira cadeia da proteina é colorida em
vermelho e a Ultima em azul, e o restante em degradé (Liu,
Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022);

= Fator B (B-fator): em cristalografias, existe um grau de Cadeia (Chain)
incerteza em relacao a posicao correta dos atomos. Este grau
pode ser medido pelo fator B ou fator de temperatura. Este
fator corresponde a dispersao de raios X para cada 4&tomo ou
para grupos de atomos que descreve o0 grau em que a
densidade eletrénica é espalhada (de S& Ribeiro, Lima,
2023). No CB-Dock2®, os atomos com fator-B alto estdo
representados na cor vermelha, indicando que suas posigdes
sdo mais incertas. Os 4tomos com fator-B mais baixo estdo
representados em bronze, indicando que suas posicdes sdo
mais certas. Valores intermedidrios sao representados em
degradé (Liu, Yang, Gan, Chen, Xiao, Cao, 2022);

Esquema de cores

Terminal Terminal

Arco-iris (Rainbow) | ]
amina carboxila

Primeira Ultima
cadeia cadeia

Fator-B (B-fator) V)

Fonte: Modificado de: NLG, 2022.

Quadro 3 - Esquema de cores do visualizador NGL — Parte I.
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» Hidrofobicidade (Hydrophobicity): os residuos mais
hidrofilicos s3ao coloridos em vermelho e o0s mais
hidrofébicos em verde. Valores intermedidrios sao
representados em degradé;

» Elemento (CPK): os atomos sido representados em cores
diferentes, sendo indicados no Quadro 4, os d4tomos mais
frequentes em proteinas e adcidos nucleicos: hidrogénio (H),
carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O), fltor (F), fosforo Elemento (CPK)
(P) e enxofre (S);

= Residuo de aminoacido (Residue — Amino acids): os 4&tomos
sao representados em cores diferentes. Em caso de duvidas
na abreviatura dos aminoacidos, consulte o Anexo 1;

Esquema de cores

Hidrofobicidade Hidrofilico Hidrofobico

Residuo de
aminoacido
(Residue - Amino
acids)

Fonte: Modificado de: NLG, 2022.

Quadro 4 — Representacdo das interacdes quimicas no visualizador NGL.
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* Nucleotideos (Nucleotides): o0s nucleotideos sio
representados em cores diferentes. No Quadro 5 estdo
indicadas as bases nitrogenadas dos nucleotideos mais
frequentes: (desoxi)adenosina (A), (desoxi)guanosina (G),
(desoxi)inosina, (desoxi)xantosina, (desoxi)citidina,
(desoxi)timidina e (desoxi)uridina;

= Estrutura secundaria e DNA, RNA e carboidrato
(Secondary structure plus DNA, RNA and carbohydrate):
representa as regides da proteina ou acido nucleico de
acordo com sua estrutura secundaria ou composicio (NLG,
2022).

Esquema de cores

Nucleotideo A G

(Beta turn) (coil)

(Secondary structure | (Beta strand)

plus DNA, RNA and

(Nucleotides)
Alfa-hélice Hélice 3/10 Hélice Pi
e DNA, RNA e
carboidrato Fita beta Volta beta Espiral beta

carbohydrate)

RNA Carboidrato)

Fonte: Modificado de: NLG, 2022.

Quadro 5 — Representacdo das interagdes quimicas no visualizador NGL.
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A docagem cega corresponde a um termo utilizado
(< em Bioinformatica para a localizacdo de possiveis
sitios de ligacao em cavidades nao conhecidas.

-
— — Os métodos tradicionais de docagem cega
R, . geralmente utilizam programas computacionais
S— | b5 A direcionados para pesquisadores, com uma certa
— & ' e complexidade para usuarios iniciantes.
— R s s — Assim, esta obra apresenta o servidor web (B-
———1 C LI Mp o s — Dock2®, uma ferramenta gratuita e simples para
———— \ : ’u‘ - BU TR N — docagem cega guiada por deteccdo de cavidade. 0
At ggle a . Tnaa livro apresenta uma sequéncia de redocagem cega
e e 4 Wbt s T ANSPANOT RN ™ entre o anti-inflamatorio Ibuprofeno e a proteina
g/ 7 AR N\ \\ A\ TR\ plasmatica Albumina.
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' Desta forma, vocé, leitor, professores e alunos do
Ensino Médio ou Superior podem utilizar este livro
"\ COMO UM guia rapido para aprender a realizar 3

docagem cega em sua residéncia ou em qualquer
laboratorio de informatica, tornando o recurso

democratico e acessivel a toda comunidade
académica e para a populacdo em geral.

Boa leitura!



