MATERIAL SUPLEMENTAR

Planejamento de farmacos contra Covid-19: uma experiéncia de ensino remoto de

quimica farmacéutica

Rhanna Victoria Amaral da Silva®*@ | Larissa Magno Monteiro?, Carlos Henrique
Lamego Guimardaes Thomaz Branco?e Fernanda Guilhon-Simplicio?
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Amazonas, 69080-900

Manaus — AM, Brasil

*e-mail: rhanna_rasta@hotmail.com


https://orcid.org/0000-0002-4823-6114

1. Download do alvo molecular

1.1. Crie, na &rea de trabalho, uma nova pasta reservada para realiza¢éo do docking (como
exemplo: Pasta X). A Figura 1S demonstra esse processo;
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Figura 1S. Criacdo da Pasta X na area de trabalho

1.2 Acesse o PDB (https://www.rcsh.org/) e faca o download das estruturas

cristalogréficas das proteinas escolhidas no formato pdb, como mostra a Figura 2S;
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Figura 2S. Pagina inicial do PDB para busca e download de proteinas no formato pdb

1.3. Adicione o arquivo a Pasta X.

2. Desenho dos ligantes

2.1. Abra o programa ChemSketch e clique em Draw Normal;
2.2. Selecione os elementos ou grupamentos quimicos, presentes nas laterais da tela,

conforme a estrutura quimica do ligante planejado (Figura 3S);
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Figura 3S. Desenho dos derivados pelo software ChemSketch

2.3. Apos o desenho da molécula, clique em File > Save as e salve o arquivo em formato
mol2 na Pasta X (Figura 4S);
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Figura 4S. Selec¢éo do formato adequado para salvar o arquivo

2.4. Em seguida, abra o programa Avogadro e, na barra cinza, cliqgue em Open;
2.5. Selecione o arquivo do ligante na Pasta X, e na barra de ferramentas, clique em

Extensions > Optimize Geometry (Figura 5S);
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Figura 5S. Aplicagdo do campo de for¢ca UFF para otimizar a geometria da molécula

2.6. Apos isto, cligue em File > Save as e salve o arquivo em formato pdb na Pasta X
(Figura 6S);
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Figura 6S. Obtencao dos derivados no formato pdb

3. Preparo do alvo

3.1. Abra o programa AutoDock Tools, clique na pasta azul que se encontra no canto

superior esquerdo e selecione o arquivo da enzima em formato pdb (Figura 7S);
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Figura 7S. Escolha do alvo em formato pdb

3.2. Para excluir moléculas de agua, na barra de ferramentas clique em Edit > Delete
Water (Figura 8S);
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Figura 8S. Exclusdo da agua da macromolécula

3.3. Para excluir o ligante co-cristalizado, clique na aba Select e selecione Select From
String, e abrird uma nova janela. Nesta, clique em Residue Sets > Ligand > Add > Dismiss.

Ap0s, selecione a aba Edit > Delete > Delete Selected Atoms > Continue (Figura 9S);
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Figura 9S. Excluséo do ligante co-cristalizado

3.4. Para adicdo de hidrogénios, cliqgue em Edit > Hydrogens > Add > Ok. Novamente

clique em Edit > Hydrogens e selecione Merge Non Polar (Figura 10S);
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Figura 10S. Retirada dos &tomos de hidrogénio da macromolécula

3.5. Para salvar a enzima em formato pdbqt, na barra de cor marrom, clique em Grid >
Macromolecule > Choose. Uma nova janela sera aberta, busque pela proteina, clique em
Select Molecule > Ok (Figura 11S);
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Figura 11S. Obtencéo do alvo no formato pdbqt

3.6. A proteina deve ser salva na Pasta X.
4. Preparo dos ligantes

4.1. Abra o programa AutoDock Tools e, na barra marrom clique em Ligand > Input >

Open e procure o ligante em formato pdb (Figura 12S);
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Figura 12S. Adicéo do derivado no AutoDock Tools

4.2. Clique novamente em Ligand > Output > Save as PDBQT (Figura 13S);
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Figura 13S. Obtencéo do ligante em formato pdbqt

4.3. O arquivo deve ser salvo na Pasta X e o procedimento deveré ser feito para cada um

dos ligantes individualmente.

5. Definicdo dos parametros da caixa

5.1. Abra o programa AutoDock Tools e na barra marrom clique em Grid >

Macromolecule > Open e procure a proteina no formato pdbqt (Figura 14S);
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Figura 14S. Adicéo da proteina alvo ao AutoDock Tools

5.2. Na lateral esquerda, clicar na seta azul ao lado do nome da proteina e selecionar os

residuos de aminoacidos identificados como constituintes do sitio ativo (Figura 15S);
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Figura 15S. Selecdo dos aminoacidos que compde o sitio ativo da proteina alvo

5.3. Na barra marrom, clique em Grid > Grid Box e a janela Grid Options sera aberta
(Figura 16S);
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Figura 16S. Obtencgdo dos parédmetros da caixa

5.4. Manipule as dimensdes e o centro da caixa, aumentando ou diminuindo os valores
de X, Y e Z. Posicione a caixa de forma a incorporar somente os residuos de aminoacidos
do sitio ativo (Figura 17S);
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Figura 17S. Valores das dimensdes e coordenadas da caixa

5.5. Anote as coordenadas X, Y e Z do centro e das dimensdes da caixa.

6. Procedimento para docking do ligante e alvo molecular

6.1. Abra o Explorador de Arquivos, cligue em Este Computador e, em seguida, no Disco
local (C);

6.2. Abra a subpasta Arquivos de Programa (x86), clique em The Scripps Research
Institute e depois em Vina (Figura 18S);
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Figura 18S. Caminho a ser percorrido até a pasta Vina

6.3. Ao abrir a subpasta, copie os arquivos Vina e Vina split, e cole na Pasta X (Figura
19S);
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Figura 19S. Arquivos que devem ser adicionados a Pasta X

6.4. Crie o arquivo de configuragéo para o docking no Bloco de Notas, Wordpad, Gedit
ou outro editor de texto, preenchendo as informac6es conforme a Figura 20S;

6.5. Salve em formato txt, com o nome “conf”, ¢ copie o arquivo para a Pasta X. E
importante salientar que para cada ligante diferente devera ser feito um arquivo “conf”

diferente.

_| conf.txt - Bloco de Notas

Arquivo Editar Formatar Exibir Ajuda
receptor = nomeproteina.pdbqt
ligand = nomeligante.pdbqt
out = nomeproteina out.pdbqt
center_x = 00.000

center_y = 00.000

center_z = 00.000

size x = 1@

size y = 1@

size z = 1@

exhaustiveness = 19|

Figura 20S. Template do arquivo “conf” contendo o nome do alvo, do ligante e as

dimensdes da gridbox

6.6. Utilize o seguinte atalho no teclado do seu computador Windows + R e uma janela
de conversa serd aberta;
6.7. Digite “cmd” na caixa, clique na tecla Enter e, assim, a janela do prompt de comando

aparecera (Figura 21S);
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Figura 21S. Abertura do prompt de comando

6.8. Copie 0 caminho da Pasta X (Figura 22S);
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Figura 22S. Caminho da Pasta X

6.9. Dentro do prompt de comando digite “cd” e, em seguida, cole 0 caminho da pasta e
clique em Enter, o que permitira a identificacdo do caminho da pasta com os arquivos do

docking conforme a Figura 23S;

os reservados.

C:\Users\lLarissa Monteiro> cd C:\Users\Larissa Monteiro\Desktop\Pasta X

C:\Users\Larissa Monteiro\Desktop\Pasta X>_,

Figura 23S. Localizacéo da pasta com os arquivos para docking

6.10. Copie e cole na tela o comando vina --config conf.txt --log log.txt e clique
novamente na tecla Enter. Isso promovera a execu¢do do docking mediante o AutoDock
Vina, como mostra a Figura 24S. Caso necessario, use 0 comando vina.exe em vez de

vina;
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Figura 24S. Aplicacdo do comando de execucdo no prompt. (A) Porcentagem das
andlises ja realizadas pelo software AutoDock Vina para conclusdo do docking
molecular. (B) Resultados obtidos em termos de energia de ligagdo

6.11. O arquivo de saida docking_out.pdbqt retne todas as poses num Unico arquivo. Para
separa-las em arquivos diferentes, use o comando vina_split --input docking_out.pdbqt,
ajustando o nome docking_out para 0 nome do arquivo correspondente. Se houver

necessidade, use o comando vina_split.exe em vez de vina_split (Figura 25S).

:\Wsers\Larissa Monteiro\Desktop\Pasta X»vina_split --input 3fxi_out.pdbgt
refix for ligands will be 3fxi_out_ligand_

refix for flexible side chains will be 3fxi out flex

:\Users\Larissa Monteiro\Desktop\Pasta X>

Figura 25S. Separacédo das poses apés uso do comando vina_split --input 3fxi_out.pdbqt
7. Andlise dos resultados
7.1. Abra o programa Discovery Studio, e na barra de ferramentas, clique em File > Open

e selecione a proteina enzima utilizada no docking em formato pdbqt, presente na Pasta
X (Figura 26S);
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Figura 26S. Adicdo da proteina em formato pdbqt no Discovery Studio

7.2. No lado esquerdo, no limite da tela do visualizador, clique na seta “>”, aparecera uma

janela lateral, entdo clique no codigo da proteina (Figura 27S);
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Figura 27S. Selecdo da proteina

7.3. A esquerda na janela Tools, clique em View Interactions > Define Receptor (Figura
28S);
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Figura 28S. Definicao da proteina selecionada como receptor no Discovery Studio

7.4. Na barra de ferramentas clique em File > Open, escolha um resultado dos dockings
em formato pdbqt para analise, selecione o resultado e na aba Tools clique em Define
Ligand (Figura 29S);
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Figura 29S. Adicdo da melhor pose, do ligante, a proteina no Discovery Studio

7.5. Na janela lateral, clique no cddigo do ligante, copie e cole na janela onde esta a

enzima (Figura 30S);
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Figura 20S. Introducgdo do derivado no sitio ativo da proteina

7.6. Na janela lateral, clique no cddigo do ligante que foi inserido e na aba Tools selecione
a opc¢éo View Interactions > Define Ligand (Figura 31S);
7.7. Ainda na aba Tools, clicar em Ligand Interactions > Show 2D Diagram e analise 0s

resultados comparando com as energias de ligacdo (Figura 32S).
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Figura 31S. Definicdo da pose gerada no docking, do ligante com a proteina e definicdo

das interacdes no Discovery Studio
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