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“God is a mathematician of a very high order and he used advanced mathematics in
constructing this universe ”

Paul Dirac



Resumo

Os receptores de serotonina sdo uma familia de receptores relacionados a transmissao de
sinais biologicos no sistema nervoso e em tecidos ndo neuronais. Dada a associacdo destes
receptores com a cognicao, a ansiedade e a depresséo, a concecdo de novos ligantes deve tentar
procurar a seletividade com um receptor de serotonina especifico. Utilizando o software
DOCKS®.9, foram construidas novas moléculas através de design de novo, explorando o espaco
quimico com um acervo de fragmentos moleculares obtidos a partir do banco de dados ZINC15
e considerando os descritores desejados. A construgdo das moléculas foi efetuada no sitio de
ligacdo de trés receptores de serotonina, 5-HT2a, 5-HTe € 5-HT7, e 0 conjunto de moléculas
geradas tinham valores de semelhanca com os medicamentos (Quantitative Estimation of
Druglikeness, QED), acessibilidade sintética (SynthA) e LogP semelhantes aos valores de
medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration). As moléculas geradas
em cada receptor foram submetidas a cross-docking a procura de potencial seletividade em cada
receptor. Embora ndo tenham sido identificados candidatos seletivos para o receptor 5-HTs,

foram encontradas opcBes promissoras para 0 5-HT2a € 5-HT7.

Palavras-Chave: Design de novo, docagem, modelagem molecular, receptores de serotonina,

seletividade, triagem virtual.



Abstract

Serotonin receptors are a family of membrane proteins that are related to the
transmission of biological signals in the nervous system and in non-neuronal tissues. Given the
association of these receptors with cognition, anxiety, and depression the design of new ligands
should seek selectivity with specific serotonin receptors. New molecules were built by
DOCKG®6’s de novo design algorithm by exploring the chemical space with a fragment library
made from ZINC15 molecules. Molecule construction was done within the binding site of three
serotonin receptors (5-HT2a, 5-HTe and 5-HT+) and the ensembles of the molecules generated
had values of “druglikeness,” synthetic accessibility, LogP within the ranges of FDA-approved
drugs. Molecules generated in each receptor were subjected to cross-docking — in which the
ligands generated in one site were anchored to other receptors — searching for potential
selectivity. While selective candidates weren't identified for 5-HTe, promising options were
found for 5-HT2a and 5-HT?.

Keywords: Design de novo, docking, molecular modelling, serotonin receptors, selectivity,

virtual screening.
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1. Introducéo

A descoberta de novos farmacos envolve uma série de etapas, desde o desenvolvimento
até a aprovacdo por orgaos reguladores e sua posterior comercializagdo. A busca por um
candidato capaz de interferir nos efeitos de uma doenca especifica € um processo longo, com
duracdo média de 10 a 15 anos.! Desta forma, métodos que utilizam modelagem molecular tém
sido amplamente adotados em etapas iniciais desses estudos para o desenvolvimento e
otimizacdo desses medicamentos. Dentre eles, destaca-se o design guiado por estrutura
(Structure Based Drug Design, SBDD) e o design guiado por ligante (Ligand Based Drug
Design, LBDD) como dois tipos dessa abordagem (Figura 1).23

Computer-aided drug design
f (CADD)
—Q'\\ 8
< .‘:/ )¢
& &=
Structure-based drug design Ligand-based drug design
(SBDD) (LBDD)
o g J_;h Lo =) l \
¢ Ye
Binding site identification Quantitative structure-activity

relationship (QSAR)

l Pharmacophore modeling
Docking and Scoring

Virtual screening

Compound selection

Lead optimization

Figura 1. Esquema de design de drogas auxiliado por computador (Computer-Aided Drug Design, CADD)
Fonte: Macalino, 2015

Na perspectiva dos métodos baseados em estrutura, o design de novo,*’ foco deste

estudo, € um algoritmo computacional usado para construir novas moléculas a partir da

1



informacdo sobre o sitio ativo de um receptor envolvido na fisiologia de uma doenga. A
investigacdo de potenciais novos farmacos por modelagem molecular inicia-se com a escolha
do alvo bioquimico de um medicamento. Estima-se que um terco dos alvos de medicamento®®
atualmente comercializados sejam receptores acoplados & proteina G (GPCR).X® Alguns
exemplos de GPCRs sé&o os receptores de dopamina, relacionados a esquizofrenia e a doenca
de Parkinson, os receptores opidides relacionados ao efeito analgésico!! e os receptores de

serotonina (5-HTR) relacionados & depresséo, ansiedade, esquizofrenia.*?*?

Os efeitos terapéuticos em muitas farmacoterapias sdo associados a eficiéncia na entrega
do farmaco ao seu alvo bioldgico.* Medicamentos com baixa seletividade, no entanto, podem
provocar efeitos adversos ao interagir com diferentes receptores.’® Portanto, estudos que visem
maneiras de avaliar a seletividade de moléculas para alvos bioldgicos especificos sdo de grande

relevancia.

1.1 Receptores de Serotonina

Os receptores de serotonina pertencem a classe dos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs). Esses receptores sdo caracterizados por possuirem sete alfa-hélices
transmembranares, acopladas a uma proteina G, que é composta por trés subunidades: o, e v.
(Figura 2). Estes receptores desempenham um papel essencial na sinalizacdo celular,
permitindo um fluxo de informacdo do meio extracelular para o meio intracelular, o que
desencadeia processos fisiolégicos em diversos sistemas ao longo do corpo. Os receptores de
serotonina sdo uma familia de 14 proteinas mediadoras dos efeitos da serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT), um neurotransmissor fundamental para diversas funces fisiologicas
e comportamentais, como humor, sono, apetite e regulacdo da dor. Estes receptores estdo
presentes em células de tecidos do sistema nervoso central e do sistema periférico, sendo

associados a condicOes psiquiatricas e neuroldgicas.®



Agonist

Signal GTP @ |

Figura 2. Ativagdo da subunidade o de uma GPCR ligada ao seu agonista.
Fonte: Li J, 2020.

Os receptores de serotonina se diferenciam com base em sua estrutura, localizagéo e
mecanismo de acdo. Ademais, sdo classificados em sete tipos principais 5-HT1 a 5-HT7 cada
um com subdivisdes, como por exemplo 5-HT2a, 5-HT2s € 5-HT2c. Algumas isoformas dos
receptores de serotonina ja sdo relatadas, porém suas funcées farmacoldgicas ainda dependem

de um maior esclarecimento.t’

A cadeia de eventos ligada aos 5-HTRs inicia-se com a liberacdo de serotonina nas
fendas sinapticas, seguida de sua ligacdo nos receptores presentes na membrana da célula pos-
sinaptica, como ilustrado na Figura 3. A ligacdo da serotonina ao sitio ativo do receptor provoca
uma alteracdo em sua conformacao, ativando a proteina G associada, podendo esta ser do tipo
Giin, Gq 0u Gs. A ativagdo da proteina G desencadeia uma série de respostas no meio intracelular
envolvendo mudangas na atividade de canais i6nicos, modulacdo da liberacdo de

neurotransmissores e alteragdes na expressdo génica.
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Figura 3. llustracéo da transmisséo de sinais celulares por neurotransmissores (serotonina).
Fonte: Adaptado de Neurotransmitters, 2022.

A sinalizacdo dos receptores metabotropicos, dada a ativagdo da proteina G, provoca
uma cascata de segundos mensageiros como AMP ciclico (CAMP) e célcio (Ca?*). No entanto,
0 receptor 5-HT3 por ser o Unico receptor ionotropico da familia, em sua sinalizagdo celular
permite a passagem direta de ions para o meio intracelular em resposta a ligacdo com o ligante.
Além disso, a sinalizagdo de GPCRs pode ser candnica ou ndo candnica, onde a ultima atua de

forma independente da ativacio da proteina G ou por meio de proteinas G alternativas.'®

Os receptores do tipo 1 e 5, como: 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HT1e, 5-HT1r, 5-HTsa €
5-HTsp s@o acoplados a proteina Gio que inibe a adenilil ciclase, reduzindo os niveis de AMP
ciclico (CAMP) na célula. Esses receptores estdo envolvidos na regulacdo do humor e da
ansiedade.’®?! Por outro lado, os receptores 5-HTza, 5-HT2g € 5-HT2c estdo acoplados &
proteina Ggi11, que ativa a fosfolipase C, aumentando a producdo de inositol trifosfato (IP3) e

diacilglicerol (DAG) (Figura 4). Estes receptores estdo associados a regulacdo do sono e



vasoconstricdo.’®2® Os receptores 5-HTs quando ativados pela serotonina, permitem a
passagem de ions como sodio e potassio, 0 que resulta na despolarizacdo da membrana
plasmatica. Eles tém papel importante na regulacéo do reflexo de vomito e como modulador da
dor.'%%! J4 os receptores 5-HT4, 5-HTs e 5-HT7 estdo acoplados a proteinas Gs, que estimula a
adenilil ciclase, aumentando os niveis de cAMP. Os receptores 5-HT4 sdo associados ao
movimento dos musculos do trato gastrointestinal e ao controle do humor;**% os receptores 5-
HTs influenciam na funcdo cognitiva e na memoria;'®?%%4% e os receptores 5-HT

desempenham um papel na regulagdo do sono e do ritmo circadiano.®-21:2627

Ligante

5-HT4 5-HT6 5-HT7

Extracelular

Intracelular

Ativagao da proteina Gg/11

IP3 DAG

Figura 4. Esquema com a comparagdo entre as representacdes das estruturas cristalograficas dos receptores de serotonina
(PDB: 7TE2Y, 6WHA, 6HIN, 7XT8, 7XTB, 7XTC) e exemplo de sinaliza¢do celular mediado pelo receptor 5-HT2a.
Fonte: Autoria prdpria, estruturas obtidas pelo banco de dados PDB.

Alteracbes na sinalizacdo dos receptores de serotonina estdo associadas a varias
condicdes patoldgicas, como depressdo, ansiedade, esquizofrenia, distdrbios alimentares e
enxaquecas.?® Desta forma, a compreenséo do funcionamento e interacdo desses receptores é
essencial para o desenvolvimento de tratamentos eficazes para essas e outras desordens

associadas.

1.2 Docking e Mecanica Molecular

A mecéanica molecular (MM) é um campo da quimica teorica que emprega modelos
matematicos e computacionais para estudar e prever o comportamento de moléculas em
sistemas quimicos. As simulacbes de MM séo performadas por programas que estudam

diversos sistemas moleculares, desde pequenos sistemas com poucos atomos até



macromoléculas, como proteinas e acidos nucléicos. Essas simulacBes permitem estudar
fendmenos como o enovelamento de proteinas,?® a difusdo de moléculas em liquidos e s6lidos®

e as interacBes entre farmacos e seus alvos biolégicos.3!

As moléculas sdo modeladas como conjuntos de &tomos conectados por ligacoes
quimicas, definidos em um sistema de coordenadas determinadas pelo tipo atémico,
comprimento e angulo da liga¢do. Cada 4&tomo de uma molécula é modelado como uma esfera,
caracterizada pelo raio de Van der Waals, e as interacdes covalentes e ndo-covalentes entre eles
sdo definidas por campos de forcas, que possuem um conjunto de parametros como energia e

comprimento de ligacéo, constante de forca das ligagOes e potenciais de Van der Waals. 3234

Desta forma, o docking molecular € uma técnica computacional atil que utiliza mecanica
molecular para previsdo de interacGes entre duas ou mais moléculas, como por exemplo um
ligante e um receptor, tipicamente o sitio ativo de uma proteina envolvida na patologia em
estudo. Essa abordagem se torna relevante por se tratar de um método in silico, que integra as
etapas iniciais do desenvolvimento de novos farmacos, facilitando a identificacdo de moléculas

que apresentem interacOes eficazes com seus alvos biologicos.

1.2.1 Campo de Forca

O campo de forca ¢ uma ferramenta fundamental para simulacdes de dinamica
molecular e docking molecular. Sdo descritos como conjuntos de equacGes matematicas e
parametros utilizados para modelar as interagdes entre os &tomos e moléculas de um sistema
quimico ou bioldgico. Para isso, 0 campo de forca inclui em sua equacdo quatro termos de
energia intramolecular e intermolecular (Equacdo 1), que estdo em funcdo da posicdo dos

atomos e moléculas envolvidos.3%34
Viotar = Vligagéo (r)+ Véngulo 6) + Vtorgéo (w) + Vnéo—ligados(r) (1)

A energia de ligacdo (Equacdo 2), derivada da lei de Hooke, considera os estiramentos
das ligagBes como um sistema massa-mola (potencial harménico), onde, ki é a constante de
forca da ligagéo e (ri - rio) é a diferencga na distancia de equilibrio da ligagé&o de dois atomos. O
termo rio € o comprimento de ligacdo que possui 0 menor valor de energia, também chamado

de comprimento de referéncia.



Vig (1) = (= 10)° @

A energia referente a deformacdo do angulo entre ligacdes (Equacao 3) considera a
variacdo do angulo entre trés atomos, em que k; é a constante de forca da ligagéo e 6o é 0 &ngulo

de equilibrio das ligacdes.

Ving (8) = 24(6, 0,0’ @

A energia diedral, ou de torcdo, (Equacdo 4) representa a barreira na energia associada
a rotacdo do angulo diedro nas ligagcdes entre quatro atomos. O valor V,, indica uma barreira na

rotacdo, n é a multiplicidade, @ é o angulo de torcéo e y é o fator de fase.
U 2
Veor(@) = = (1 + cos(nw ~ 7)) @

Além disso, a energia intermolecular, resultante de a4tomos que ndo estdo ligados
covalentemente, esté relacionada as interagdes de van der Waals, sendo esta aproximada pelo
potencial de Lennard-Jones (Equacdo 5), e as interacdes eletrostaticas, para forcas entre &tomos

gue apresentam cargas parciais ou totais (Equacéo 6).

o 12 P 6
V(1) = 4€; <<r_> - <r_> ) ()
ij ij

Os parametros €; e oy para diferentes pares de atomos sdo obtidos de tabelas
parametrizadas especificas para o campo de forc¢a utilizado. Os indices i e j indicam o par de
atomos envolvidos no calculo e rjj a distancia entre eles.

qi9;

Ve(r) = rr— (6)

O potencial eletrostatico, em geral, € uma aproximacao dada pelo potencial de Coulomb

(Equacdo 6), em que i e g; sdo as cargas referentes a cada atomo, molécula ou a diferentes

partes de uma mesma molécula que interagem entre si, e &g € a permissividade no vacuo.

Cada campo de forga utiliza parametros que variam a depender do sistema em estudo.

Desta forma, varios campos de forca sdo utilizados, tais como: CHARMM,* usado para
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proteinas, acidos nucleicos e lipidios; GROMOS,®* focado em simulagdes de biomoléculas; e
OPLS,* utilizado em sistemas organicos e biomoleculares. Para simulagdes de biomoléculas

como proteinas e acidos nucléicos o campo de forca AMBER é um dos mais empregados.

O campo de forca AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement),* é uma
familia de campos de forga, que inclui: série ff (ff94, ff96, ff98, ff99), GAFF e GLYCAM. Para
cada série de campos existem diferentes parametros que s&o obtidos por dados experimentais e
calculos quanticos. A parametrizacdo é um fator importante para sua precisdo, uma vez que
depende do meio modelado pelo campo e do tipo de molécula envolvido na simulagéo. Por ser
capaz de modelar sistemas de biomoléculas, ele foi utilizado no trabalho. Este campo é
amplamente utilizado na modelagem de biomoléculas, como sequéncias de DNA e proteinas,

foco de interesse deste estudo.

1.2.2 Docking Molecular e Design de novo

A interacdo ligante-receptor pode ocorrer de inimeras maneiras dentro do sitio de
ligacdo, ao explorar diferentes conformacbes que interajam com diferentes residuos de
aminoéacidos do receptor. Uma das formas de amostragem dos diferentes graus de liberdade do
ligante no sitio é dada pelo processo de triagem virtual (virtual screening).®® Esse processo,
explora as diversas orientacdes que a molécula pode atingir a fim de encontrar uma

conformacdo mais estavel.

Alguns exemplos sdo o docking rigido ou flexivel, dado pelo algoritmo de construcdo
incremental anchor-and-grow.*° No docking rigido, ligante e receptor s&o tratados como corpos
rigidos. Ja o docking flexivel considera a flexibilidade do ligante e da proteina receptora. Além
disso, é possivel calcular docking semi-flexivel, onde o ligante € tratado como um corpo flexivel
e 0 receptor como um corpo rigido. Esse processo opera comumente nos seguintes passos: (i)
identificacdo de ancora (maior fragmento rigido da molécula); (ii) orientacdo da ancora; (iii)
avaliacdo da funcéo de score; (iv) minimizacéo, (v) orientagcdo dos fragmentos flexiveis, (vi)

funcgéo de score; (vii) minimizag&o.

O célculo de docking inicia com a identificacdo da &ncora. Em seguida, a orientacéo da
ancora é dada pela definicdo de esferas localizadas no interior do sitio de ligacdo. Estas esferas

sdo geradas a partir da informacéo da superficie da proteina, na qual as coordenadas dos centros



destas esferas orientam o posicionamento dos atomos pesados da ancora (C, O, N, S...). A
implementacdo das esferas limita o enorme ndmero de orientagdes possiveis dentro do sitio

ativo, diminuindo assim tempo e custo computacional do célculo.

As fungdes de pontuagdo (scoring function) sdo avaliadas por meio de calculos de
energia de interagdo que orientam a conformacéo do ligante com base no campo de forga. Essas
fungdes consideram diversos pardmetros para otimizar a geometria das moléculas. Alguns
exemplos destas fungdes sao: Bump Filter que remove conformacgdes que possam colidir com
0 receptor ao sobrepor as duas estruturas; Contact Score identifica o nimero de &tomos pesados
que tém contato com o ligante, restringindo as distancias permitidas por parametros definidos
pelo programa; Continuous Score (Meng, E. C. et al, 1993) calcula a interacéo ligante-receptor
utilizando parametros de grid para o célculo padrdo de energia intermolecular, incluindo
interacdes eletrostaticas (ES) e de van der Waals (vdW); Footprint Score utiliza ligacGes de
hidrogénio, footprint similarity, e energias (ES e vdW) para avaliar a interacdo;*? Internal
Energy Score calcula os impedimentos internos da molécula, independentemente da orientagdo
com o receptor, a partir do termo repulsivo do potencial de Lennard-Jones; Descriptor Score
é uma combinacdo linear de varias funcdes de scoring implementadas no DOCK®.9, utilizando
pesos apropriados para cada fungdo, como Tanimoto score,* Hungarian matching similarity,**
e Pharmacophore matching similarity,* dentre outros.

Ao final desses processos, a molécula passa por um processo de minimizacdo de energia,
no qual sua geometria é otimizada para encontrar a conformacédo de menor energia. Esse ajuste
reposiciona os atomos de forma a minimizar a energia total da molécula, resultando em sua

estrutura mais estavel.

Além do método anchor-and-grow, uma alternativa ao virtual screening tradicional na
triagem de novas drogas é dado pelo método do Design de novo (Allen, W. J. et al, 2017). Que
explora o espa¢o quimico criando moléculas do inicio, em dois passos principais (i) geracdo de
biblioteca de fragmentos, e (ii) construcdo de novo. Ele se diferencia pelo método de

amostragem, funcgéo de score, e critérios de filtragem das moléculas



1.3 Estudo dos sitios de ligacdo dos receptores 5HT2a, 5HTs € 5SHT?

Uma das maneiras de identificar as principais contribuicdes do sitio ativo de um receptor
é pela utilizagdo do footprint similarity (FPS)*? que é uma funcéo de score usada para comparar
a afinidade de uma molécula com um ligante de referéncia em um alvo bioldgico. Esse método
identifica os residuos de aminoéacidos que exibem maior interagcdo com o ligante de referéncia
(geralmente o ligante contido na estrutura cristalografica), levando em consideragéo interagdes
eletrostaticas, interacdes de van der Waals e ligacdes de hidrogénio (Figura 5). O FPS ¢
particularmente til para identificar ligantes que, ao interagirem de maneira semelhante com o

sitio ativo, podem indicar uma funcdo biolégica semelhante ou um potencial terapéutico.

Figura 5. Interagdo entre o ligante (dietilamida do &cido lisérgico — do inglés, LSD) e os residuos da proteina 5-HT2a. As
linhas destacadas na cor rosa indicam ligac@es de hidrogénio com os residuos aspartato (Asp82) e glutamato (Gly158) da
proteina.

Fonte: Autoria propria, obtida pelo software Chimera*®

De forma similar podemos comparar o valor de FPS da molécula referéncia antes e ap6s
a minimizacdo de sua estrutura. A Figura 6 apresenta graficamente os 40 residuos de maior
interacdo com o receptor 7WC6 e as contribuicdes de interacdo de van der Waals (vdW) e
eletrostatica (ES). Em vermelho é destacado o score da molécula referéncia e em azul a mesma

molécula ap0s ter a otimizagdo de sua geometria para pequenas corregdes estéricas.
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Figura 6. Gréfico de residuos de maior interacdo do ligante energia de vdW e ES (kcal/mol) no receptor 5SHT2a.



2. Objetivos
2.1 Gerais

Avaliar a capacidade do método de novo na geracdo de ligantes seletivos para o0s

receptores de serotonina 5-HT2a, 5-HTe € 5-HT?.

2.2 Especificos

Executar o design de novo de ligantes nos receptores 5-HT2a, 5-HTs € 5-HT7.

i Calcular energias das interacbes ligante-receptor originais por meio de

mecanica molecular.

ii. Executar experimentos computacionais de docking cruzado para verificar a

interacdo de cada receptor com ligantes gerados nos demais receptores.

iii. Calcular as diferencas de energia de interacdo e verificar se ha indicios de

seletividade.
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3. Metodologia

Inicialmente, a estrutura das proteinas (5HT2a, 5HTs € 5HT7) e de seus ligantes
(dietilamida do &cido lisérgic, serotonina e 5-carboxitriptamina, respectivamente) foram
adquiridas no banco de dados PDB (Protein Data Bank). A estrutura 3D fornece as coordenadas
espaciais atdmicas e € obtida por meio de técnicas como difracdo de raio X ou microscopia
eletronica, que é possivel a partir da cristalizacdo das proteinas para obter a resolu¢do de uma
conformacdo estavel. Porém, regides intrinsecamente desordenadas (IDRs), como loops ou
random coil, que possuem conformac6es indefinidas ou transitérias, podem ser fonte de
problema para calculos de docking, necessitando uma verificacdo de possiveis erros. Para o
caso dos sistemas deste trabalho, ndo foi necessaria essa correcdo. Além disso, as estruturas
obtidas pelo PDB ndo contém hidrogénios em suas moléculas ou cargas parciais de seus

atomos.

Inicia-se a preparacéo dos sistemas com o uso do software Chimera,*® onde os arquivos
de estrutura 5HT,a (PDB: 7WC6),*” 5HTs (PDB: 7XTB)*" e 5HT; (PDB: 7XTC)* foram
visualizados e pequenas moléculas presentes como colesterdis, acidos graxos, dgua e ions
metalicos foram removidos. Em seguida, foram adicionados hidrogénios e cargas parciais aos
atomos dos receptores e dos ligantes. Para o calculo das cargas parciais dos receptores, utilizou-
se 0 campo de forca AMBER ff14SB, enquanto o método AM1-BCC foi utilizado para calcular
as cargas parciais dos ligantes e os parametros de campo de forca GAFF dado pelo programa
acessorio antechamber. Ao final, as estruturas cristalograficas das proteinas passaram pelo
processo de dindmica molecular (298 K, pH = 7 e 1 atm, preparado no Chimera) para relaxar

os hidrogénios evitando qualquer impedimento estérico.

A informacdo sobre a superficie do receptor é obtida pela geracdo da superficie
molecular do receptor, calculada pelo programa dms.*® Por meio dela, as esferas que direcionam
a orientacdo do ligante foram geradas ao longo da superficie da proteina pelo programa
sphgen,**% definindo um raio minimo de 1,4 A e méaximo de 4,0 A Em seguida, as esferas
contidas apenas no sitio de ligacdo da proteina foram selecionadas com o algoritmo
selected_spheres. As esferas contidas a uma distancia de 10,0 A da posigéo do ligante original
foram escolhidas para evitar que novos ligantes sejam criados fora do sitio ativo pelo método

de novo, como ilustra a Figura 7.
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Figura 7. Selecdo de esferas para caracterizagdo do sitio de ligacdo da proteina 5-HT2a.
Fonte: Autoria prépria, obtida pelo software Chimera*®

Em seguida, o grid é calculado em cada receptor. O grid é uma forma de diminuir o
tempo de calculo das proximas etapas de docking, minimizagdo e cross-docking, ao computar
previamente contribuicdes da proteina para energia de Van der Waals e energia eletrostatica.>
Apdbs esse processo, o ligante original de cada proteina foi submetido a amostragem de seus

graus de liberdade dentro do sitio ativo, seguido da minimizagdo de sua energia.

3.1 Design de novo

O algoritmo de novo (DOCK_DN), presente no software DOCK®6.9 (ALLEN, 2015), é
uma abordagem de drug design utilizada para gerar novos ligantes a partir de fragmentos no
interior do sitio de ligacdo de determinado receptor. O processo ocorre em duas etapas
principais: (i) geragdo de uma biblioteca de fragmentos; (ii) os ligantes sdo construidos camada

por camada em um processo de crescimento iterativo.

O programa DOCKS®6.9 contém um acervo de fragmentos oriundos de moléculas do
banco de moléculas ZINC15,%? mas também permite o uso de fragmentos customizados. O
“crescimento” de ligantes ocorre a partir da definicdo de uma &ncora inicial. Essa &ncora é um
fragmento de molécula, como metileno, cetona ou benzeno, que possui liga¢Oes rigidas e
dummies (Du). Dummies demarcam a regido no fragmento onde ira ocorrer a conexdo de um
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novo fragmento da camada seguinte, fazendo o ligante crescer. Tipos distintos de fragmentos
podem ser amostrados, sendo diferenciados pelo nimero de unidades de Du presentes. Linkers
possuem dois pontos de ligacao, scaffolds possuem trés ou mais pontos de ligacdo e cadeias

laterais possuem apenas um ponto de ligacéo.

Dessa forma, cinco ancoras foram selecionadas, conforme ilustra a Figura 8. A escolha

das ancoras baseou-se em seu tamanho e na frequéncia com que aparecem em moléculas

farmacéuticas. Cada uma dessas ancoras gerou um conjunto de moléculas em cada um dos trés

T

receptores.

Metileno Cetona Amina planar Amina primaria Metil triazol
(dncoral) (dncora 2) (dncora 3) (&ncora 19) (&ncora 365)

Figura 8. Fragmentos importados da biblioteca do programa DOCKS6.9.

Nas etapas do processo de crescimento de novo, diversas conformacg6es moleculares séo
amostradas e minimizadas. A cada camada adicionada, uma funcdo de pontuacdo (scoring
function) é estimada, e um conjunto de propriedades moleculares € calculado, incluindo peso
molecular, nimero de ligacGes rotacionais, carga formal, nimero de potenciais aceptores de
ligacdo de hidrogénio e numero de potenciais doadores de ligacdo de hidrogénio. Foi definido
até 9 camadas de crescimento da molécula. Apds o crescimento da molécula ela é armazenada
e uma nova molécula é formada até formar um conjunto de moléculas para cada um dos

receptores. A Figura 9 indica o fluxograma de operagéo do design de novo.
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l O t Resultado

Ponto de ataque de

— Amostra de rotameros
fragmento

Figura 9. Fluxograma do algoritmo de crescimento iterativo de novo.
Fonte: Adaptado de Allen, 2017.

No DOCK_DN, além das propriedades mencionadas, sdo obtidos valores de alguns
descritores quimioinforméaticos das moléculas. Eles sdo utilizados como indicadores para
avaliar se os ligantes gerados apresentam propriedades de interesse farmacoldgico. Entre os
descritores comumente empregados estdo: QED (Quantitative Estimate of Druglikeness), que
estima a semelhanca da molécula com farmacos comercializados, variando de O (propriedades
desfavoraveis) a 1 (propriedades favoraveis);®® SynthA (Synthetic Accessibility), que avalia a
complexidade de sintese de uma molécula, com pontuacgdes de 1 (facilmente sintetizavel) a 10
(dificilmente sintetizavel);>* TPSA (Topological Polar Surface Area), que prevé o potencial de
transporte de medicamentos através da membrana;>® e log P, o coeficiente de parti¢io octanol-
agua mede a lipofilicidade da molécula e esta relacionado & permeabilidade celular.® O uso

desses descritores permite ir além do filtro sugerido pelas Regras de Lipinski.>’

A regra conhecida por Lipinski’s rule of five — R05, propde que a avaliagdo da
biodisponibilidade oral de moléculas candidatas a farmacos pode ser observada por alguns
parametros fisico-quimicos associados a solubilidade e permeabilidade. A regra estabelece
valores, tais como: peso molecular < 500 Da; log P < 5; nimero de doadores de H > 5; nimero
de aceptores de H < 10. Se um ligante ndo violar mais do que um dos postulados é provavel

que terd uma boa absorcdo e permeabilidade como medicamento.>” 58
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3.2 Cross Docking

A partir do conjunto gerado pelo método de novo, as moléculas foram submetidas ao
processo de docking cruzado, ou cross-docking. Neste processo, as moléculas do receptor
7WC6 foram avaliadas por cross-docking nos receptores 7XTB e 7XTC, e 0 mesmo
procedimento foi realizado para os demais receptores. Essa etapa foi adotada com o objetivo de
calcular a funcdo de continuous score das moléculas nos diferentes receptores, a fim de

identificar indicios de seletividade com o receptor. O célculo dessa energia é dado por:
Elig—rec = Epp + Evaw + Ees (7

Em que Eyp € a energia relacionada a formacao de ligacdes de hidrogénio, E,;y Se refere as

interacOes de van der Waals e E,;, as interagOes eletrostaticas.

A Equacao 8 indica a diferenca de energia de uma molécula gerada no receptor de

origem e a energia do receptor em que a molécula foi submetida a cross-docking.

AE = Ereceptor_original - Ereceptor_crossdocking (8)

Uma vez que as variag@es de volume a pressdo constante sdo negligenciaveis na escala
da simulacdo, E ~ AH e a variacdo de entalpia descreve fielmente as interacGes entre o ligante

e o sitio. Considerando a energia livre de Gibbs, fazemos a aproximagao:
AG = AH — TAS (9)
AAG ~ AE — TAAS (10)

e supondo que as variacdes da entropia entre diferentes ligantes (AAS) em &gua e no sitio de
ligacdo na proteina sdo aproximadamente iguais, assume-se que a variagao da energia (4E) é 0

fator determinante da interacdo, que experimentalmente € determinada pela constante de

equilibrio:
Koriginal
—RT In = AAG ~ AE — TAAS (11)
Kcrossdocking
LR 12
k= LR (12)
[L][R]
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A Equacdo 11 esta relacionada a intensidade da interagdo entre ligante (L) e receptor
(R) em um equilibrio [L] + [R] = [LR]. Sendo assim, € possivel estimar a seletividade destas
moléculas por um receptor ou outro por meio da aproximacgdo da energia de interacdo das

moléculas com diferentes receptores.
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4. Resultados e Discussdes
4.1 Design de novo

O metodo de novo gerou um conjunto de 1.592, 697 e 1.887 moléculas para 0s
receptores 7WC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente. A Figura 10 mostra as moléculas geradas
em cada um deles. Nota-se que o receptor 7XTB apresentou uma quantidade significativamente
menor de moléculas geradas em seu sitio ativo. Uma possivel explicagcdo para esse resultado é
a influéncia do volume do sitio pelo tamanho do ligante originalmente obtido pelo PDB, onde
a serotonina é consideravelmente menor em comparagdo com as demais moléculas, como D-

acido lisérgico amida (LSD) e 5-carboxitriptamina.

Figura 10. Conjunto de moléculas geradas no receptor 7WC6.
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Figura 12. Conjunto de moléculas geradas no receptor 7XTC.
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Na Figura 13, os gréficos apresentam a distribuicdo das moléculas geradas por intervalo
de energia de interacdo (E, em kcal.mol?). Esses graficos foram construidos com base nos
valores de continuous score, resultando em uma média de -36,30 para o receptor 7WCB, -24,28
para o receptor 7XTB e -32,65 para o receptor 7XTC. Os desvios padrdo obtidos foram de
10,08, 7,82 e 9,78, respectivamente.

Ademais, observa-se que a maioria das moléculas apresentou valores de E < 0.
Conforme discutido na metodologia, a aproximacdo AE ~ AH é vélida, o que indica que as

interacdes entre os ligantes e 0s receptores ocorreram em condic¢des termodinamicas favoraveis.
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Apenas 8 moléculas apresentaram valores positivos para o receptor 7WC6, 22 para 0
receptor 7XTB e 19 para o receptor 7XTC. Esse numero representa uma fragdo minima em
comparacdo a quantidade total de moléculas geradas. Esse resultado pode ser explicado pelo
fato de que, em alguns casos, outros fatores, além da energia de ligacdo, foram considerados

mais favoraveis durante o processo de construgcdo molecular.

A Figura 14 apresenta a frequéncia de moléculas nos trés sitios e seus valores de QED.
Os valores médios estdo destacados pela linha vermelha nos graficos. O valor médio para o
receptor 7WC6 foi de 0,64, 0,59 para o 7XTB e 0,65 para o 7XTC, e desvio padrao de 0,14,
0,12 e 0,12, respectivamente. Segundo Bickerton (2012), o QED médio de alvos de
medicamentos humanos é de 0,69. No trabalho de Matos (2023), € proposto um limite inferior
de 0,61 para QED. Nessa perspectiva, os valores de QED obtidos pelo método indicam um

resultado favoravel como novos medicamentos.
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Figura 14. Gréficos da distribuicdo de moléculas por valor de druglikeness (QED). Os gréficos se referem as moléculas
geradas pelo de novo nos sitios 7WC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente.

Outro descritor importante na avaliacdo de candidato a farmacos é a acessibilidade
sintética (SynthA). A Figura 15 apresenta os histogramas de SynthA, onde os valores seguiram
uma média de 3,88 para o receptor 7WC6, 3,56 parao 7XTB e 3,74 para 0 7XTC e seus desvios
padrdo de 1,13, 1,03 e 1,11, respectivamente. De acordo com Ertl (2009), o método de
classificacdo do grau de dificuldade de sintese das moléculas apresenta divergéncia entre
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quimicos, sendo um parametro mais dificil de se determinar. Um valor médio estimado de
acessibilidade sintética é de 3,34,” em que valores mais proximos de 1 sdo considerados mais

sinteticamente acessiveis.
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Figura 15. Graficos da distribuicdo de moléculas por valor de acessibilidade sintética (SynthA). Os gréaficos se referem as
moléculas geradas pelo de novo nos sitios 7WC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente.
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Os valores de area de superficie polar topoldgica (TPSA) que contabilizam a
contribuicdo de atomos polares como N e O, apresentam-se na Figura 16. O TPSA médio obtido
em cada receptor foi de 63,81, 74,28 e 62,23 (valores em A2), e desvios de 36,56, 41,67 e 34,82,
respectivamente. Os valores de referéncia de acordo com Matos (2023) sdo de um intervalo de
28,53 a 113,20 admitindo um desvio de até 42,33.
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Figura 16. Graficos da distribuicdo de moléculas por valor de area de superficie polar topoldgica (TPSA). Os graficos se
referem as moléculas geradas pelo de novo nos sitios 7WC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente.
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Os valores médios do coeficiente de particdo (log P) estdo apresentados pelos graficos
da Figura 17. Os valores médios obtidos foram de 0,81 para o receptor 7WC6, 0,11 para 0
7XTB e 1,32 para 0 7XTC, seus desvios padrdes de 1,40, 1,26 e 1,28, respectivamente. Esse
descritor é importante por trazer informacdes fisico-quimicas associadas a permeabilidade
celular. As moléculas obtidas pelo de novo apresentaram um valor aceitavel de acordo com as
regras de Lipinski (2012) e Wildman (1999).
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Figura 17. Gréaficos da distribuicdo de moléculas por valor de area de coeficiente de partigdo (log P). Os graficos se referem
as moléculas geradas pelo de novo nos sitios 7WC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente
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4.2 Cross Docking

As moléculas geradas pelo de novo e submetidas a cross-docking foram avaliadas

conforme o valor de diferenca de energia em relacdo ao sitio do receptor de origem. Desta

forma, as Figuras 18,19 e 20 apresentam histogramas com as frequéncias de moléculas pela

diferenca de energia (AE, em kcal.mol™?).
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Figura 18. Distribui¢do de scores de AE de moléculas geradas no receptor 7WC6 e ancoradas nos receptores 7XTB e 7XTC,

respectivamente.
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Figura 20. Distribui¢@o de scores de AE de moléculas geradas no receptor 7XTC e ancoradas nos receptores 7WC6 e 7XTB,
respectivamente.

Entre os ligantes gerados para o receptor 7TWC6, 74,2% apresentaram AE <0 em relagdo
ao receptor 7XTB, e 17,1% em relacdo ao receptor 7XTC, indicando uma interacdo mais
favoravel com o receptor de origem. No entanto, apenas 202 ligantes tiveram AE < -20,0
kcal/mol em relacdo ao receptor 7XTB, 0 que pode sugerir indicios de seletividade dessas
moléculas. A Figura 19, 20 e 21 apresentam duas moléculas de melhor interagdo com o receptor
7TWC6, 7XTB e 7XTC, respectivamente.

Por outro lado, dentre os ligantes gerados para o receptor 7XTB, 3,4% apresentaram AE
< 0 tanto em relacdo ao receptor 7WC6 quanto ao 7XTC, sugerindo que essas moléculas
interagiram de forma mais favoravel com os outros receptores. E importante destacar que o sitio
de ligacdo do receptor 7XTB era menor em comparacgao aos outros, o que resultou na construcéo
de moléculas menores, facilitando a exploracéo do espaco conformacional nos outros sitios, em

busca de residuos com melhor interacéo.

Por fim, para os ligantes gerados no receptor 7XTC, 7,9% apresentaram AE < 0 em
relacdo ao receptor 7WC6, enquanto 56,2% o fizeram em relacdo ao receptor 7XTB. Apenas
duas moléculas demonstraram maior afinidade (AE < -20,0 kcal/mol) em relacdo ao receptor

7WC6, enquanto 110 moléculas apresentaram afinidade semelhante com o receptor 7XTB.
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Figura 21. Melhores moléculas geradas no receptor 7WC6 com valores favoraveis de AE (kcal/mol) em relagdo aos outros
receptores. a) AEzwce-7xT8 = -36,17 kcal/mol, AE7wcs-7xTc = -19,53 kcal/mol, e b) AE7wce-7xte = -30,61 Kcal/mol e AE7wcs-
7xtc = -17,77 kcal/mol;
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Figura 22. Melhores moléculas geradas no receptor 7XTB com valores favoraveis de AE (kcal/mol) em relacdo aos outros
receptores. a) AE7xte-7wes = -7,75 keal/mol, AE7xts-7xTC = -5,13 Kcal/mol, e b) AE7xTs-7wce = -2,55 kcal/mol e AE7xTB-7xTC =
-1,94 kcal/mol;

Figura 23. Melhores moléculas geradas no receptor 7XTC com valores favoraveis de AE (kcal/mol) em relacdo aos outros
receptores. a) AE7xtc-7wes = -53,60 kcal/mol, AE7xtc-7xt8 = -44,88 kcal/mol, € b) AE7xtc-7wes = -23,27 kcal/mol e AE7xTc-
7x18 = -34,17 kcal/mol;
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5. Conclusodes

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do método de novo na geracao de ligantes
seletivos. Este método, dentro da abordagem SBDD, buscou por meio da informacao dos sitios
de ligacéo das proteinas 5HT2a, 5HTe € 5HT7, obter novos ligantes como potenciais farmacos.
O trabalho realizou dois processos: (i) geracao de ligantes pelo método de novo e avaliacdo das
funcgdes de scoring e (ii) verificacdo de seletividade por cross-docking. A analise dos resultados
obtidos pelo de novo revelou um conjunto de moléculas com afinidade significativamente boa
com o receptor, além de apresentarem valores favordveis para 0s descritores
quimioinformaticos (QED, SynthA, TPSA e log P), ainda que alguns valores tenham excedido
alguns limites aceitos. No entanto, os resultados do cross-docking indicaram que apenas poucas
moléculas geradas nos sitios das proteinas 5-HT.a (PDB: 7WC6) e 5HT; (PDB: 7XTC)
demonstraram um potencial indicio de seletividade em relacdo aos demais receptores. O sitio
5HTs (PDB: 7XTB) apresentou um nimero de moléculas bastante inferior aos outros sitios,
além de uma baixa afinidade com o proprio receptor.

Portanto, novos estudos podem ser conduzidos a fim de aumentar o ndmero de
receptores da familia 5-HTR para investigar a relacdo entre os receptores. Além disso, calculos
alquimicos de energia livre de Gibbs e dindmica molecular sdo ferramentas importantes que

acrescentariam ao trabalho maior informacéo sobre a afinidade e estabilidade ligante-receptor.

31



6. Referéncias Bibliograficas

(1)

()

3)

(4)

(%)

(6)

()

(8)

©)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

MACALINO, Stephani Joy Y. et al. Role of computer-aided drug design in modern drug
discovery. Archives of pharmacal research, v. 38, p. 1686-1701, 2015.

YU, Wenbo; MACKERELL, Alexander D. Computer-aided drug design methods.
Antibiotics: methods and protocols, p. 85-106, 2017.

DE VIVO, Marco et al. Role of molecular dynamics and related methods in drug discovery.
Journal of medicinal chemistry, v. 59, n. 9, p. 4035-4061, 2016.

MENG, Elaine C.; SHOICHET, Brian K.; KUNTZ, Irwin D. Automated docking with grid-
based energy evaluation. Journal of computational chemistry, v. 13, n. 4, p. 505-524,
1992,

ALLEN, William J. et al. DOCK 6: Impact of new features and current docking
performance. Journal of computational chemistry, v. 36, n. 15, p. 1132-1156, 2015.

ALLEN, William J. et al. Customizable de novo design strategies for DOCK: Application
to HIVgp41 and other therapeutic targets. Journal of computational chemistry, v. 38, n.
30, p. 2641-2663, 2017.

MATOS, Guilherme D. R.; PAK, Steven; RIZZO, Robert C. Descriptor-Driven de Novo
Design Algorithms for DOCK6 Using RDKit. Journal of Chemical Information and
Modeling, v. 63, n. 18, p. 5803-5822, 2023.

LI, Joshua et al. The molecule pages database. Nature, v. 420, n. 6916, p. 716-717, 2002.

FLOWER, Darren R. Modelling G-protein-coupled receptors for drug design. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA)-Reviews on Biomembranes, v. 1422, n. 3, p. 207-234, 1999.

MANTAS, loannis et al. Update on GPCR-based targets for the development of novel
antidepressants. Molecular psychiatry, v. 27, n. 1, p. 534-558, 2022.

MANGLIK, Aashish et al. Structure-based discovery of opioid analgesics with reduced side
effects. Nature, v. 537, n. 7619, p. 185-190, 2016.

CAO, Dongmei et al. Structure-based discovery of nonhallucinogenic psychedelic
analogs. Science, v. 375, n. 6579, p. 403-411, 2022.

BHATNAGAR, Anushree et al. The Dynamin-dependent, Arrestin-independent
Internalization of 5-Hydroxytryptamine 2A (5-HT2A) Serotonin Receptors Reveals
Differential Sorting of Arrestins and 5-HT2A Receptors during Endocytosis. Journal of
Biological Chemistry, v. 276, n. 11, p. 8269-8277, 2001.

LI, Helin et al. Advancements of prodrug technologies for enhanced drug selectivity in
pharmacotherapies. Investigational New Drugs, p. 1-11, 2024.

GYANANI, Vijay; HALEY, Jeffrey C.; GOSWAMI, Roshan. Challenges of current
anticancer treatment approaches with focus on liposomal drug delivery systems.
Pharmaceuticals, v. 14, n. 9, p. 835, 2021.

HANNON, Jason; HOYER, Daniel. Molecular biology of 5-HT receptors. Behavioural
brain research, v. 195, n. 1, p. 198-213, 2008.

32



(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

SHARP, Trevor; BARNES, Nicholas M. Central 5-HT receptors and their function; present
and future. Neuropharmacology, v. 177, p. 108155, 2020.

NEUROTRANSMITTERS. Cleveland Clinical, 2022. Disponivel em:
<https://my.clevelandclinic.org/health/articles/22513-neurotransmitters>. Acesso em: 10
out. 2024.

BERGER, Miles; GRAY, John A.; ROTH, Bryan L. The expanded biology of
serotonin. Annual review of medicine, v. 60, n. 1, p. 355-366, 2009.

NICHOLS, David E.; NICHOLS, Charles D. Serotonin receptors. Chemical reviews, v.
108, n. 5, p. 1614-1641, 2008.

CORTES-ALTAMIRANO, Jose L. et al. Review: 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 and 5-HT7
receptors and their role in the modulation of pain response in the central nervous
system. Current neuropharmacology, v. 16, n. 2, p. 210-221, 2018.

POPOVA, Nina K.; AMSTISLAVSKAYA, Tamara G. 5-HT2A and 5-HT2C serotonin
receptors differentially modulate mouse sexual arousal and the hypothalamo-pituitary-
testicular response to the presence of a female. Neuroendocrinology, v. 76, n. 1, p. 28-34,
2002.

POPA, Daniela et al. Contribution of 5-HT2 receptor subtypes to sleep—wakefulness and
respiratory control, and functional adaptations in knock-out mice lacking 5-HT2A
receptors. Journal of Neuroscience, v. 25, n. 49, p. 11231-11238, 2005.

HIRST, Warren D. et al. SB-399885 is a potent, selective 5-HT6 receptor antagonist with
cognitive enhancing properties in aged rat water maze and novel object recognition
models. European journal of pharmacology, v. 553, n. 1-3, p. 109-119, 2006.

PEREZ-GARCIA, Georgina; MENESES, Alfredo. Oral administration of the 5-HT6
receptor antagonists SB-357134 and SB-399885 improves memory formation in an
autoshaping learning task. Pharmacology Biochemistry and Behavior, v. 81, n. 3, p. 673-
682, 2005.

WESOLOWSKA, Anna et al. Effect of the selective 5-HT7 receptor antagonist SB 269970
in animal models of anxiety and depression. Neuropharmacology, v. 51, n. 3, p. 578-586,
2006.

HEDLUND, Peter B. et al. 5-HT7 receptor inhibition and inactivation induce
antidepressantlike behavior and sleep pattern. Biological psychiatry, v. 58, n. 10, p. 831-
837, 2005.

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION et al. DSM-5: Manual diagnoéstico e
estatistico de transtornos mentais. Artmed Editora, 2014. p. 155-234.

GALANO-FRUTOS, Juan J.; NERIN-FONZ, Francho; SANCHO, Javier. Calculation of
protein folding thermodynamics using molecular dynamics simulations. Journal of
Chemical Information and Modeling, v. 63, n. 24, p. 7791-7806, 2023.

KHARLAMOV, G. V. Molecular diffusion in gases and liquids. In: Journal of Physics:
Conference Series. IOP Publishing, 2021. p. 012122.

VANOMMESLAEGHE, Kenno et al. Molecular mechanics. Current pharmaceutical
design, v. 20, n. 20, p. 3281-3292, 2014.

LEACH, Andrew R. Molecular modelling: principles and applications. Pearson
education, 2001.

33



(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

CONNOLLY, Michael L. Solvent-accessible surfaces of proteins and nucleic
acids. Science, v. 221, n. 4612, p. 709-713, 1983.

CONNOLLY, Michael L. Analytical molecular surface calculation. Journal of applied
crystallography, v. 16, n. 5, p. 548-558, 1983.

VANOMMESLAEGHE, Kenno et al. CHARMM general force field: A force field for drug-
like molecules compatible with the CHARMM all-atom additive biological force
fields. Journal of computational chemistry, v. 31, n. 4, p. 671-690, 2010.

SCOTT, Walter RP et al. The GROMOS biomolecular simulation program package. The
Journal of Physical Chemistry A, v. 103, n. 19, p. 3596-3607, 1999.

JORGENSEN, William L.; MAXWELL, David S.; TIRADO-RIVES, Julian. Development
and testing of the OPLS all-atom force field on conformational energetics and properties of
organic liquids. Journal of the american chemical society, v. 118, n. 45, p. 11225-11236,
1996.

PEARLMAN, David A. et al. AMBER, a package of computer programs for applying
molecular mechanics, normal mode analysis, molecular dynamics and free energy
calculations to simulate the structural and energetic properties of molecules. Computer
Physics Communications, v. 91, n. 1-3, p. 1-41, 1995.

ALVAREZ, Juan; SHOICHET, Brian. Virtual screening in drug discovery. CRC press,
2005.

EWING, Todd JA et al. DOCK 4.0: search strategies for automated molecular docking of
flexible molecule databases. Journal of computer-aided molecular design, v. 15, p. 411-
428, 2001.

ALLEN, William Joseph et al. DOCK 6.10 Users Manual. Disponivel em:
https://dock.compbio.ucsf.edu/DOCK_6/dock6_manual.htm#GeneralOverview.  Acesso
em: 06 set. 2024.

BALIUS, Trent E. et al. Grid-based molecular footprint comparison method for docking and
de novo design: Application to HIVgp41. Journal of computational chemistry, v. 34, n.
14, p. 1226-1240, 2013.

BENDER, Andreas et al. Similarity searching of chemical databases using atom
environment descriptors (MOLPRINT 2D): evaluation of performance. Journal of
chemical information and computer sciences, v. 44, n. 5, p. 1708-1718, 2004.

KUHN, Harold W. The Hungarian method for the assignment problem. Naval research
logistics quarterly, v. 2, n. 1-2, p. 83-97, 1955.

JIANG, Lingling; RIZZO, Robert C. Pharmacophore-based similarity scoring for
DOCK. The Journal of Physical Chemistry B, v. 119, n. 3, p. 1083-1102, 2015.

PETTERSEN, Eric F. et al. UCSF Chimera—a visualization system for exploratory research
and analysis. Journal of computational chemistry, v. 25, n. 13, p. 1605-1612, 2004.

HUANG, Sijie et al. GPCRs steer Gi and Gs selectivity via TM5-TM6 switches as revealed
by structures of serotonin receptors. Molecular cell, v. 82, n. 14, p. 2681-2695. €6, 2022.

HUANG, Sijie et al. GPCRs steer Gi and Gs selectivity via TM5-TM6 switches as revealed
by structures of serotonin receptors. Molecular cell, v. 82, n. 14, p. 2681-2695. €6, 2022.

KUNTZ, Irwin D. et al. A geometric approach to macromolecule-ligand

34



(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

interactions. Journal of molecular biology, v. 161, n. 2, p. 269-288, 1982.

SHOICHET, Brian K.; KUNTZ, Irwin D.; BODIAN, Dale L. Molecular docking using
shape descriptors. Journal of computational chemistry, v. 13, n. 3, p. 380-397, 1992.

NELDER, John A.; MEAD, Roger. A simplex method for function minimization. The
computer journal, v. 7, n. 4, p. 308-313, 1965.

IRWIN, John J. et al. ZINC: a free tool to discover chemistry for biology. Journal of
chemical information and modeling, v. 52, n. 7, p. 1757-1768, 2012.

BICKERTON, G. Richard et al. Quantifying the chemical beauty of drugs. Nature
chemistry, v. 4, n. 2, p. 90-98, 2012.

ERTL, Peter; SCHUFFENHAUER, Ansgar. Estimation of synthetic accessibility score of
drug-like molecules based on molecular complexity and fragment contributions. Journal of
cheminformatics, v. 1, p. 1-11, 2009.

ERTL, Peter; ROHDE, Bernhard; SELZER, Paul. Fast calculation of molecular polar
surface area as a sum of fragment-based contributions and its application to the prediction
of drug transport properties. Journal of medicinal chemistry, v. 43, n. 20, p. 3714-3717,
2000.

WILDMAN, Scott A.; CRIPPEN, Gordon M. Prediction of physicochemical parameters by
atomic contributions. Journal of chemical information and computer sciences, v. 39, n.
5, p. 868-873, 1999.

LIPINSKI, Christopher A. et al. Experimental and computational approaches to estimate
solubility and permeability in drug discovery and development settings. Advanced drug
delivery reviews, v. 64, p. 4-17, 2012,

PILLAI, Omathanu; DHANIKULA, Anand Babu; PANCHAGNULA, Ramesh. Drug

delivery: an odyssey of 100 years. Current Opinion in Chemical Biology, v. 5, n. 4, p.
439-446, 2001.

35



