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RESUMO

Doencas relacionadas com vetores transmissores de epidemias a preocupam e sdo responsaveis
por um alto nimero de mortalidade e mobilidade humana. O Zika Virus (ZIKV) é um arbovirus
transmitido pela picada dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, e recentes evidéncias
apontam também o mosquito Culex quinquesfasciatus como vetor. O primeiro registro desta
doenca foi em 1947 na Floresta Zika, em Uganda, no Brasil a confirmagao de transmissdo da febre
causada pelo ZIKV surgiu em meados de abril de 2015, apresentou-se inicialmente nos estados do
Rio Grande do Norte e da Bahia na regido Nordeste do pais. Apesar dos sintomas parecem ser
triviais, a febre Zika tornou-se uma das maiores preocupacdes na saude publica mundial e do
Brasil, principalmente depois da recente descoberta de sua associacdo com casos de microcefalia.
Até o momento nao existe vacina disponivel para o ZIKV e o tratamento € sintomdatico. Em uma
recente pesquisa foi elucidada a estrutura tridimensional da ZIKV NS5 RdRp, uma proteina
associada a RNA polimerase e importante ativadora do processo de replicacdo do virus, com esta
informacdo, veio a possibilidade de tornar esta enzima um alvo de novos fadrmacos. Neste dmbito,
estudos tedrico-computacionais sdo de grande valia para sinalizar possiveis inibidores desta
enzima que funcionem com antivirais, logo, a pesquisa atual tem como objetivo principal
selecionar in silico possiveis inibidores da proteina de replicacdo NS5. A metodologia seguiu os
seguintes passos: Andlise da estrutura tridimensional da NS5, bem como seu sitio ativo; busca na
literatura e nos bancos de dados de moléculas por possiveis inibidores; Simulacdes de docking
molecular e investigacdo de interagdes nos complexos proteina-ligantes e/ou proteina-proteina
gerados. Buscou-se destacar quatro pardmetros considerados mais importantes na avaliacao para
o melhor complexo de cada docking: A proximidade com o sitio ativo da proteina (PSAP); a
Constante de Inibicao Estimada (CIE), a Energia Intermolecular Final (EIF) e a Energia livre de
ligacdo (ELL) estimada pelo programa. A energia individual dos aminodcidos da NS5 RdRp de
maior interacdo com os ligantes de interesse foi quantificada através de calculos ab initios por do
Fracionamento Molecular com Caps Conjugados (MFCC), ainda na utilizagdo do mesmo, foi
obtido os célculos do balango quantico final da interacdo proteina com o ligante candidato a
inibidor. O composto INDA obteve o melhor resultado, com -1,8eV, seguido do TERPENO (1)
com -1,41eV, o composto TERPENO (2) e TERPENO (4) indicaram respectivamente -1,00eV e
-1,02eV, os dois dltimos foram os o TERPENO (3) com -0,27eV e a QUECERTINA que obteve
em seu balan¢o quantico de energia final de -0,48eV. Com isto, € possivel afirmar que todos os
seis compostos se mostraram negativamente expressivos, sendo demonstrado quanticamente que
os ligantes tem alta afinidade pela proteina, e quatro destes, com evidéncia de formagdo de ligacao
covalente no sitio ativo da NS5 RdRp, o que caracteriza, stricto sensu, como uma inibi¢do
irreversivel. Os resultados deste trabalho de conclusdo de curso mostraram-se altamente
promissores, indicando estes seis compostos com potencial antiviral para inibi¢ao da proteina NS5
RdRd, tendo em vista, as vérias evidéncias de excelente e confortdvel interacdo demonstradas
através das técnicas de Docking Molecular e Fracionamento de Caps Conjugados. L.ogo, estes
compostos podem auxiliar no desenvolvimento de um futuro farmdco que possa intervir na
efetividade do virus da Zika.

Palavras-chave: Satude Publica. Arbovirus. Bioinformatica. Simulacdes Computacionais.



ABSTRACT

Diseases related to the transmitting vectors of epidemics still concern and are responsible for a
high number of mortality and human lethality. The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus
transmitted by the mosquitoes Aedes aegypti and Aedes albopictus, and recent evidences also
points to the mosquito Culex quinquesfasciatus as vector. The first record of this disease was in
1947 in the Zika Forest in Uganda, in Brazil the first ZIKV transmission confirmation arose in
mid-April 2015, presented initially in the states of Rio Grande do Norte and Bahia, in the
northeast region of the Country. Although symptoms appears to be trivial, Zika fever has
become one of the biggest concerns in world public health and Brazil, especially after the recent
discovery of its association with cases of microcephaly. Until now, there is no vaccine available
for ZIKV, and the treatment is symptomatic. In a recent research was solved the three-
dimensional structure of ZIKV NS RdRp X-Ray crystallography, a protein associated with RNA
polymerase and important activator of the process of replication of the virus, with this
information, came the possibility of making this enzyme a target of new drugs. In this context,
theoretical-computational studies are of great value to signal possible inhibitors of this enzyme
that work with antiviral, so the current research has as main objective to select in silico possible
inhibitors of the protein of NS5 replication. The methodology adopted the following steps:
analysis of the three-dimensional structure of the NS5 and its active site; search for by potential
inhibitors in the literature and databases of molecules; molecular docking simulations and
analysis of interactions in protein-ligands and/or protein-protein complexes generated. Four
parameters, considered to be important in the evaluation for the best complex of each docking,
were used: The proximity to the active site of the protein (PSAP); the estimated inhibition
constant (EIC), the Final Intermolecular Energy (FIE) and the Free Binding Energy (FBE)
estimated by the program. The individual energy of the amino acids of NS5 RdRp with the
highest interaction with the ligands of interest was quantified by ab initio calculations by
Molecular Fraction with Conjugated Caps (MFCC), while using the calculations of the final
quantum balance of the interaction protein with the inhibitor candidate linker. The compound
INDA obtained the best result, with -1.8eV, followed by TERPENO (1) with -1.41eV, the
compound TERPENO (2) and TERPENO (4) indicated respectively -1.00eV and -1.02eV, the
two last were the TERPENE (3) with -0.27eV and the QUECERTINE that obtained in its final
energy quantum balance of -0.48eV. Thus, it is possible to affirm that all six compounds showed
to be negatively expressive, being shown quantically that the ligands have high affinity for the
protein, and four of these, with evidence of covalent binding in the active site of NS5 RdRp,
stricto sensu, as an irreversible inhibition.The results of this course completion work were
highly promising, indicating these six compounds with antiviral potential for inhibition of the
NS5 RdRd protein, in view of the various evidences of excellent and comfortable interaction
demonstrated by the Molecular Docking and Fractionation Conjugated Caps. Thus, these
compounds may aid in the development of a future vaccine that may intervene in the
effectiveness of the Zika virus

Keywords: Public health. Arbovirus. Bioinformatics. Computational Simulations.
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1. INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, doencas relacionadas com vetores transmissores de epidemias
ainda preocupam e s@o responsdveis por um alto nimero de mortalidade e mobilidade humana.
O agravante disto é antecedido por alguns fatores, como: ciclo de vida do mosquito, condi¢des
ambientais e sanitdrias onde estes se desenvolvem e hospedeiros e/ou reservatdrios que sao
diretamente responsaveis por encabecar a cadeia de transmissao das doengas (CARVALHO &
SOUZA). No Brasil, o pafs ainda vive uma época de caréncia em termos de saneamento basico,
dez anos apds a incis@o da lei de saneamento basico (Lei 11.445/2007) tem-se 49,07% da
populacdo brasileira sem acesso a coleta de esgoto e 57,3% sem esgoto tratado (G1, 2017), um
nimero considerdvel e agravante em termos de proliferacdo de doencas virais.

O Zika Virus (ZIKV) é um arbovirus transmitido pela picada dos mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus, e recentes evidéncias apontam também o mosquito Culex
quinquesfasciatus como vetor. Também pode ser transmitida por relacdes sexuais e transfusdao
sanguinea, mesmo com parceiros e doadores assintomdticos. Os meios de transmissdo saliva,
urina ou leite materno ainda nio foram confirmados. O primeiro registro desta doenca foi em
1947 na Floresta Zika, em Uganda, detectado inicialmente em macacos. Em 1954, na Nigéria,
foram registrados os primeiros casos humanos (Zanluca et al., 2015).

A confirmacdo de transmissdo da febre causada pelo Zika virus surgiu no Brasil em
meados de abril de 2015, apresentou-se inicialmente nos estados do Rio Grande do Norte e da
Bahia na regido Nordeste do pais. A semana Epidemioldgica (SE) alertou no mesmo ano sobre
a sinalizacdo de 19 unidades da Federagdo sobre a confirmacio laboratorial da doenga, porém
ndo foram divulgados dados quantitativos. J4 em 2016 a SE divulgou ndo sé as unidades (13)
como também os dados quantitativos que se mostraram alarmantes: 35.505 casos da doenca na
regido Sudeste, seguido pelo Nordeste, 30.286 casos e no geral foram 91.387 casos de Zica no
Brasil (CARVALHO & SOUZA, 2016).

A epidemia causada pelo ZKV comeca a se propagar entre 3 a 12 dias ap0s a picada e tem como
sintoma marcante a febre baixa (entre 37,8° e 38,5°C), que vem acompanhada se sintomas gerais,
dores articulares, conjuntivite, erupcdes cutaneas com coceira, dor muscular e dor de cabeca.
Apesar dos sintomas parecem ser triviais surgiram casos mais severos no Brasil e Polinésia
Francesa ligados a microcefalia, uma doenca neuroldgica congénita (sindrome de Guillain-
Barré) tem sido catalogada. Dentro desse contexto, com o aumento exponencial de casos surgiu

a preocupacdo dos 6rgaos publicos em respeito a saide mundial, além de imprescindibilidade
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em vigiar sindromes neuroldgicas em pacientes febris agudos, também existe a necessidade de
mais estudos relacionados ao Virus da zika e pesquisas voltadas a cessar o culmino de seu efeito
sobre a populacdo (ZANLUCA, 2015).

Até o momento nao existe vacina disponivel para o ZIKV e o tratamento € sintomético, ou
seja, ndo ha tratamento especifico para a doenga, apenas medicamentos para amenizar os sintomas.
No entanto, diversos estudos focam em desenvolver vacinas e medicamentos especificos. Em uma
recente pesquisa foi elucidada a estrutura tridimensional da ZIKV NS5 RdRp, uma proteina
associada a RNA-polimerase e importante ativadora do processo de replicacdo (GODQY, A. et al.
2017).

A estrutura tridimensional de uma proteina alvo, preferivelmente com um ligante para a
possivel elucidacido do seu sitio receptor € o segredo para o desenho de farmacos com base na
estrutura, uma vez definida a estrutura do sitio receptor pode ser utilizada para determinar um
farmacéforo para a triagem virtual em bibliotecas de compostos e em pesquisas de docking
molecular que podem ser usados para aclarar e aperfeicoar a estrutura dos compostos lideres
(Willis, 2002).

Com a elucidacgdo da estrutura da ZIKV NS5 RdRp, proteina associada a replicacao viral,
surgem possibilidades de tornar esta enzima um alvo de novos farmacos, intentando a busca de
inibidores e experimentos in silico, como o docking molecular (atracamento) e Fracionamento de
caps conjugados, podem ser extremamente tteis para a sinalizacdo de possiveis moléculas com

potencial para inibi¢ao da proteina NS5.
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2. OBJETIVO GERAL

e Analisar in silico possiveis inibidores da proteina de replicacdo NS5 do Zika virus.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a estrutura tridimensional da NS5, bem como seu sitio ativo.

e Buscar na literatura e nos bancos de dados de moléculas por possiveis inibidores.

e Fazer simulacdes de docking molecular e gerar complexos proteina-ligantes e/ou proteina-
proteina.

e Analisar os resultados dos dockings com auxilio do programa Visual Molecular Dynamics
(VMD) e o Discovery Studio (DS);

e Através do Método De Fracionamento De Caps Conjugados, dentro da teoria do funcional
da densidade, quantificar as energias individuais de cada aminodcido da NS5 em interacdo
com os ligantes propostos;

e Quantificar as energias de interacdes a nivel quantico, entre os possiveis inibidores e os

residuos do sitio ativo da proteina.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1ZIKA VIRUS

A febre Zika é uma epidemia global transmitida principalmente por mosquitos, entre eles
0 Aedes aegypti e o0 Aedes albopictus e causada por um virus da familia Flaviviridae e possui
distribuicao tropical (Figura 1). Recentes estudos apontam o mosquito Culex quinquefasciatus

como um possivel vetor (Ayres et al., 2016)

Figura 1: Paises com registro do ZIKV em janeiro de 2016.

Il Locally-acquired cases or virus isolation
Serosurvey data only

Fonte: Natureza Terrdquea, 2016.

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo pequenos (menos de lcm), de
coloracdo negra com manchas brancas distribuidas nas patas e no corpo. A principal diferenca
morfoldgica entre estas duas espécies € o desenho no térax, onde o primeiro apresenta um desenho
em forma de lira e o segundo apresenta uma unica linha longitudinal (Figura 2). Também sao
diferentes na sua distribui¢io, o Aedes aegypti € mais comum em ambientes urbanos enquanto o
Aedes albopictus é mais frequente em ambientes silvestres e de transi¢do. Ambos sdo de habitos
diurnos, evitando as horas mais quentes do dia (Consoli Lourenco-de-Oliveira, 1994). Ja o
mosquito Culex quinquefasciatus € o mosquito doméstico conhecido popularmente como
“pernilongo” nas regides centro-oeste, sul e sudeste; como “muri¢oca” na regido nordeste € como
“carapand” na regido norte. Tem hébito noturno e coloragio amarronzada (Figura 2). E
extremamente urbano e antropofilico (Forattini, 2002).

Figura 2: Aedes aegypti, Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus.

Fonte: Natureza Terrdquea, 2016.
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O Zika Virus é categorizado como um flavivirus (25-30nm) da mesma familia dos virus
da dengue, febre amarela e do Nilo ocidental, virus envelopados por RNA (Acido Ribonucleico)
compostos por uma fita simples, de polaridade positiva (11kb) em capsideo icosaedro (Figura 3).
Esta conformagdo gendmica codifica a poliproteina iniciadora das proteinas estruturais capsideo,
pré-membrana e envelope, e das sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5) (Figura 4) (RABELO, 2017).

Figura 3: Morfologia das particulas virais dos membros da familia Flaviviridae. A) Foto de microscopia
eletronica de particula viral; B) Ilustragdo esquemadtica de uma particula viral indicando seus componentes.

Fonte: RIDPATH et al., 2012.

Figura 4: Estrutura e organizacdo gendmica da fita simples de RNA de polaridade positiva dos Flavivirus.
Género Flavivirus
11 Kb, 5" UTR cap

5 UTR IUTR
-—[ c | Pre-ll| E N51 | HEZ.A| NS2B | N33 | NS‘&| NS-!-B] NS5 —

Fonte: RIDPATH et al., 2012.

3.2 PROTEINA NS5

A NS5 € uma proteina flaviviral ndo estrutural (do inglés Non-structural 5) maior e mais
conservada entre os flavivirus, apresenta o peso molecular na ordem de 100 KDa. A mesma
desempenha duas atividades essenciais na replicacdo viral: A primeira € a de RNA polimerase
dependente de RNA (RNA- dependent RNA polymerase - RARp), em sua por¢cao amino-terminal,
na regido carboxi-terminal e outra de metiltransferase, a qual estd envolvida na formagao do

captura RNA, provavelmente na metilagdo da estrutura cap RNA 5’ (MADRID, 2007). Isto,
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somado ao fato de que esta proteina € ausente nos hospedeiros mamiferos, torna esta molécula
uma forte candidata a alvos de farmacos especificos com ac¢do antiviral. Inibidores de polimerase
tem tido sucesso clinico no tratamento do virus da hepatite C, porém eles dependem da ativacdo
de quinase e causam problemas devido a sua toxicidade (Godoy et al. 2017).

Alguns estudos com NS5 evidenciam ainda a relevancia funcional desta proteina para a
patogénese viral, uma vez que a realizacdo de mutacdes na proteina reduziu a neuroviruléncia em
camundongos. Existe, a possibilidade de que essas mutacdes alterem as bases da intera¢do virus-
célula hospedeira, o que poderia interferir na patogénese da doenga. Quando a localizagdo celular,
existem evidencias de que, além da agdo citoplasmatica quanto da replicacio do RNA, a NS5 ¢
também identificada no nicleo de células infectadas com YFV e DENV (MADRID, 2007). A

Figura 5 a seguir descreve a visao geral da NS5 RdRp do virus da Zika.

Figura 5: Visdo geral da ZIKV NS5 RdRp; (a) dominios nas cores verde (“polegar”), amarelo (“dedos”) e azul
(“palma”); (b) detalhe do dominio “dedos” mostrando residuos de interacdo com o atomo de zinco; (c) detalhe do
dominio “polegar” mostrando residuos de interagdo com o atomo de zinco.

Fonte: Godoy et al. (2017).

3.3 BIOQUIMICA COMPUTACIONAL

Um conjunto de ferramentas constitui a bioquimica computacional, esta baseia-se em
técnicas que tem como base diversas ciéncias como: Quimica, fisica, biologia, ciéncias da
computagdo e estatistica, com o objetivo de realizar analises, simulacdes e pOr fim a interpretacdo
de sistemas biol6gicos complexos que sdo essenciais para a solugdo de problematicas bioquimicas.
Os softwares realizam estes cédlculos baseados em equacdes de fisica cldssica e quantica,
procurando averiguar a exibicdo ou representacdo de diversas estruturas moleculares, a partir

disto, € possivel simular o perfil de ambiente fisiol6gico desta estrutura e obter informacdes acerca
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de sua geometria (Angulos de tor¢do e ligagdo, Comprimento de ligacdo), energia (Energia de
ligacdo, calor de formacdo), propriedades espectroscopicas (modo de agitacdo), propriedades
eletronicas (afinidade eletronica, potencial de ioniza¢do, momento dipolo), além de outras
informacdes como volume, superficie, viscosidade (MATTA, 2010) (MOTA, 2016).

Um grande viés da bioquimica computacional € o estudo das interacdes entre proteinas e
seus possiveis ligantes. O intuito € conseguir descrever e localizar possiveis sitios ativos e
dimensionar o grau de energia de interagdo entre os ligantes (candidatos a farmacos) e suas
proteinas alvo. Nestes casos, a bioquimica computacional proporciona importantes contribuigdes,
tendo em vista, que a partir desta ciéncia € possivel alcancar a compreensdo de fendmenos
bioldgicos e compreender o planejamento de novas drogas farmacoldgicas (VERLI; BARREIRO,
2005). Dentro desse contexto, a investigacdo estrutural de moléculas, ou complexos agiliza o
andamento da elucida¢do de novos farmacos por meio da utilizacdo de estruturas tridimensionais,
que podem ser obtidas através de algumas técnicas, como: Ressonincia magnética nuclear,
difracdo de raio-x ou por modelagem molecular (HENNING; SATTLER, 2014). As técnicas de
modelagem podem ser classificadas em trés categorias: Métodos semi-empiricos, ab initio
(MFCC) e mecanica molecular (Docking Molecular) (MOTA, 2016). Neste trabalho destaca-se a

utilizacio de mecanica molecular e métodos ab initio.

3.4 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular, também conhecido como atracamento molecular ou ainda
ancoragem molecular, € um experimento in silico (computacional) que visa simular a intera¢ao
entre duas moleculas, gerando complexos proteina-ligante ou ainda proteina-proteina (Verli,
2014). Existem diversas metodologias de docking baseadas no modelo chave-fechadura proposto
por Emil Fischer, em 1894. Neste modelo, o receptor (geralmente uma proteina) € comparado a
uma “fechadura”, seu sitio de ligagdo com o “buraco da fechadura” e o ligante seria uma possivel

“chave”, como € visto na figura 6 a seguir.
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Figura 6: Representac@o da formagdo do complexo proteina-ligante no docking molecular.

Docking Molecular

Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.

O reconhecimento molecular estd baseado na complementaridade de caracteristicas fisico-
quimicas e estruturais das moléculas interagentes. As caracteristicas fisico-quimicas definem o
grau de afinidade e de especificidade do ligante pela proteina, e estdo relacionadas com as
interacoes intermoleculares existentes no complexo. Estas interacOes incluem as ligagdes de
hidrogénio, as interagdes provenientes do efeito hidrofobico, as interacdes de van der Waals, as
interacOes eletrostéticas e as ligacdes covalentes que possam ser formadas durante o processo de
interacdo receptor-ligante. As caracteristicas estruturais, por sua vez, estdo associadas aos arranjos
espaciais moleculares, dados por variagdes na orientacao, posicionamento espacial e rotacoes de
ligacbes quimicas das moléculas interagentes (Verli, 2014), a figura 7 a seguir, elucida um

Docking proteina-ligante entre a NS5 e um composto ligante teste.

Figura 7: Em azul é evidenciado a estrutura proteica da NS5, em cinza os residuos/aminoécidos que rodeiam a
ancoragem do ligante Terpeno (3) (verde) com o aminodcido ancora Asp535 (vermelho).

Fonte: Autoria proprla
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Dentro deste contexto, a técnica de docking representa uma alternativa eficaz, rdpida e de

baixo custo para o estudo inicial de moléculas candidatas a inibidores da ZIKV NS5 RdRp.

3.5 METODOS AB INITIO

Oriundo do latim ““a partir do inicio”, o método baseia-se em célculos que tem como
alicerce leis da mecénica quéntica (massas e cargas de elétrons, niicleos atdmicos). Métodos ab
initio sdo consistentes e precisos, tendo em vista que podem fornecer resultados com excelente
nivel de concordancia quando comparados com resultados experimentais. Utilizado na quimica
computacional, o mesmo parte de dois pressupostos: A estrutura tridimensional de uma proteina
€ dita a partir de sua sequéncia de aminodcidos e que ocorre um envelopamento das proteinas para
um estado nativo que encontra-se proximo ao minimo de energia total (Figura 8), colaborando
para a compreensao dos principios ligados a fisica sobre o envelopamento de proteinas (LEWARS,

2011).

Figura 8: Ilustracdo conceitual de uma paisagem de energia de proteina.

Fonte: DILL & MACCALLUM, 2012.

Nas simulagdes computacionais de grandes sistemas de moléculas € comum nio se utilizar
parametros empiricos para se estimar as frequéncias vibracionais do sistema, em vez disso
considera-se a aproximag¢do harmonica, maximizando-as em comparacdo com valores
experimentais (COSTA et al., 2012). Algumas de suas principais aplicacOes € a geracdo de dados
de energia e fun¢cdo de onda de microssistemas por intermédio da resolucdo da equagdo de

Schrédinger, entretanto, o €xito ocorre quando aproximagdes sdo embutidas dentro das teorias ab
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initio, como: Teoria do Funcional da Densidade (DFT) que considera a densidade eletronica como
foco do problema, tornando possivel simular o sistema real, por meio de um sistema
multieletrénico ndo interagente (GORDON, 2012).

A Teoria do Funcional da Densidade ou como foi batizada no inglés “Density Functional
Theory” (DFT) é um dos métodos mais utilizados para resolver problemas no ambito da teoria
quantica e, € um método de confianca para calcular a energia do estado fundamental de sistemas
da ordem de 300 atomos (MATTA, 2010). O método € eficaz na andlise da estrutura eletronica de
atomos, moléculas e sélidos, possibilitando os célculos de ligacdes quimicas e da estrutura de
bandas na fisica atdmica e na fisica do estado s6lido (MOTA, 2016). Além disso, apresenta
grandes vantagens ao ser aplicada a sistemas bioldgicos, como: Alta taxa de processamento para
realizacdo dos calculos, baixo custo computacional, em comparagdo a outros métodos tradicionais
como o Hartree Fock (modelo atualmente mais utilizado como ponto de partida ab initio) e €
imprescindivel salientar que os resultados alcangados a partir da DFT convergem satisfatoriamente
quando comparados com dados estabelecidos experimentalmente, estas caracteristicas atribuiram
a teoria um titulo de exceléncia em resultados e eficiéncia computacional (PERDEW, 1996;
MOTA, 2016).

Apesar de sua alta eficiéncia o DFT apresenta uma problemdtica: Os funcionais exatos para
os termos de energia de troca de spin e correlacao eletronica ndo sdo conhecidos, com exce¢ao do
gds de elétron livre. Todavia, existem algumas aproximagdes que podem ser utilizadas para a
resolucao dessa problemdtica, os mais comuns sdo: Local Density Approximation (LDA) ou em
portugués Aproximagdo da densidade local e Generalized Gradient Approximation (GGA) ou
Aproximacdo do gradiente generalizado, este trabalho fez uso do funcional GGA para aproximar
o termo de troca e correlacdo nas interacdes entre elétrons neste trabalho (PERDEW, 1996).

O GGA considera a energia de troca e correlagdo de um sistema como sendo idéntica a
energia de um gés de elétrons, e a densidade eletronica variavel na forma de um gradiente, podendo
assim, descrever de maneira mais precisa as a natureza ndo homogénea das densidades
moleculares. O GGA melhorou exponencialmente a explicagcdo de ligacdes, em especial ligacdes
de hidrogénios, com a vantagem de ndo haver alteracdo na demanda computacional (MOTA,

2016).

3.6 FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPS CONJUGADOS (MFCC)

Foram desenvolvidos métodos que facilitassem o estudo de sistemas bioldgicos, tendo em

vista que a maior dificuldade até entdo, eram as grandes quantidades de d&tomos, logo, os célculos
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baseados em mecanica quantica tornavam-se invidveis nas anélises de energias de interacao destes
sistemas proteicos (AMARA, 2000; MOTA, 2016).

O MFCC ou cdlculos de primeiros principios é capaz de fornecer resultados a nivel ab
initio com eficiéncia para energias de interacio entre uma proteina e uma dada molécula. O método
baseia-se na divisdo da estrutura molecular tridimensional, basicamente em grupos de
aminodcidos, tonando possivel computar a energia de interacdo entre as duas moléculas (uma
proteina e um composto ligante pequeno) (MOTA, 2016). De maneira mais objetiva, o complexo
(proteina-ligante) que estd em estudo é fracionado em subsistemas menores, mantendo as
caracteristicas eletronicas do complexo original, alguns aminodcidos vizinhos (CAPS) e suas
ligacbes peptidicas sdo mantidas no complexo, assim como suas pontes dissulfeto (ZHANG,
2003). Deste modo, estes pequenos fragmentos podem ser tratados e calculados através de
métodos quanticos de alta precisado, trazendo como resultado a energia obtida entre a proteina e o
ligante através das combinagdes entre os pequenos fragmentos analisados, além da possivel

determinacdo energética de cada aminodécido.
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4. METODOLOGIA

4.1 ESTRUTURA DO ZIKYV NS5 RdRp

As coordenadas atomicas da ZIKV NS5 RdRp foram obtidas no banco de dados PDB-
Protein Data Bank através do cédigo de acesso SUOB (Godoy et al. 2017), onde vale salientar que
o artigo que disponibilizou a estrutura apontava os aminoédcidos ASP535 e ASP665 como ancoras,
ou seja, essenciais para a ativacdo funcional da proteina. A estrutura foi analisada visualmente
pelos softwares VMD-Visual Molecule Dynamics (Humpfrey et al., 1996) e Discovery Studio
(BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014).

Figura 9: Visualizagdo do ZIKV NS5 RdRp em destaque os aminoécidos ancoras 665 (Amarelo) e o 535
(Verde).

Fonte: Autoria propria.

4.2 SELECAO DAS MOLECULAS

Foi realizada uma revisao de literatura, com a perspectiva de melhor desenvolvimento de
pesquisa e elucidar possivel moléculas ligantes que possam vir a mostrar bons resultados
computacionais quanto a sua inibicdo a NS5. A pesquisa se deu nos sites de busca académica
Google académico onde foi possivel visitar banco de informag¢des como SciELO, PubMed, Lilacs,
Medline entre outras plataformas.

Com relacdo a estrutura dos ligantes foram feitas buscas na literatura e em bancos de dados
de pequenas moléculas, como o ZINC Database (http://zinc.docking.org/), Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e também 0 banco do Chemspider

(http://www.chemspider.com/). Foram gerados arquivos na extensao .pdb e as estruturas dools
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compostos a serem testados serdo analisadas visualmente pelo VMD-Visual Molecule Dynamics e
pelo Discovery Studio.

Seis ligantes foram selecionados para compor este estudo foram, estes sdo substincias
naturais encontradas nas plantas e para manter o sigilo devido a direitos intelectuais optou-se por
utilizar nomes fantasia, os ligantes foram: Inda, Quecertina, Terpeno (1), Terpeno (2), Terpeno (3)

e Terpeno (4).

4.3 DOCKING MOLECULAR

Os experimentos de docking proteina-ligante ZIKV NS5 RdRp + Ligante foram realizados
no programa Autodock1.5.6 (Morris et al., 2009), no qual ocorreu um pré-dimensionamento da
grade ctibica de energia de volume 126 x 126 x 126 A, que foi centrada no receptor. Utilizou-se o
algoritmo genético Lamarckiano (LGA). No programa Autodock4 a proteina foi previamente
considerada rigida em todas as simulacdes de Docking, enquanto os ligantes flexiveis, ao fim,
foram obtidos dez conformacdes de cada interagdo proteina-ligante testados neste trabalho.
Destacou-se trés parametros que foram considerados mais importantes para a busca do objetivo
proposto, estes foram: A Constante de Inibi¢cao Estimada (mM), A Energia intermolecular Final e

a Energia livre de ligacdo (kcal/mol) estimada pelo programa.

44 DETERMINACA(’) ENERGETICA DOS COMPLEXOS PROTEINA-LIGANTE
OBTIDA ATRAVES DO MFCC

Os célculos de energia entre os ligantes e os aminodcidos da proteina NS5 RdRp foram
realizados através da técnica do MFCC, o mesmo possibilita os cédlculos que envolvem proteinas,
macromoléculas biolégicas e DNA, tendo como foco a fornecimento de informacdes exatas sobre
as energia de interacdo entre os complexos (ZHANG 2003; GORDON et al., 2011; MOTA, 2016).

Para realizacao dos cdlculos de energia de interacdo utilizou-se o software computacional
Materials Studio, empregando o c6digo Dmol3, bem como o funcional de troca e correlacdo:
Aproximagdo do Gradiente Generalizado (GGA). Calculadas através do método de fracionamento
molecular com capas conjugadas (MFCC).

Para verificar a distancia entre os residuos de interacdo do receptor (com o ligante utilizou-
se o software Discovery studio, através dos monitores Centroid que marca o centro geométrico
dos atomos selecionados (BIOVIA, 2016). O raio de corte atribuido ao software foi R:12/°%,
possibilitando levar em conta todos os residuos de potencial intera¢do. A otimizagao das estruturas

foram realizadas através do mesmo software com adicdo de hidrogénios por meio da opg¢ao
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chemistry -hydrogens — add, isto foi necessario, para fechar todas as camadas de valé€ncia nas
estruturas obtidas inicialmente por Difracdo de raio X ou Ressondncia nuclear, isso ocorre
geralmente por causa da falta de resolugdo da imagem, que seria necessario 1,2 A metodologia
similar a adotada por Mota (2016).

Determinou-se a molécula do ligante como L e o residuo de aminoécidos que interage com
o ligante como R'. O cap C! (C**!) é formado a partir dos residuos vizinhos do residuo R ao longo
da cadeia de proteina. Empregou-se a linha de investigacio em que os dois fragmentos de
aminodcidos mais préximos de cada lado do residuo R foram usados para construir o cap C'e
C'*!, proporcionando uma melhor exposi¢io do ambiente eletronico. Para estas estruturas
fragmentadas, a energia de interac@o entre o ligante e os fragmentos individuais é calculado de
acordo com a seguinte equagao, proposta por Gordon (2012):

EI(L-R)=E (L +CHR C*)—-E(CHRIC*HY—-E (L +CHC*HY+ECHC*) Eq. (1)

Onde EI (L — RY)) representa a energia quintica total do sistema, que serd igual a E (L +
C' R' C'*!) energia do ligante mais o residuo R' junto a seus Caps conjugados (Fragmento 1 da
figura 10), menos, E (C' RI C™*!) que equivale ao R! mais os aminodcidos Caps (Fragmento 2 da
figura 10), menos, E (L + C' C'*!) que serd o ligante mais os Caps conjugados (Fragmento 3 da
figura 10) e por fim, soma-se E (C'"' C'*!) apenas os amino4cidos conjugados, Caps (Fragmento 4
da figura 10). O célculo de energia de interacdo EI (L. — RI) expressa-se em kcal/mol, a figura 10

trds de forma ilustrativa como essa equacao foi utilizada.
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Figura 10 : Método de fracionamento Molecular com capuzes conjugados (MFCC) exemplificado pelo célculo
energético da interacio protefna-ligante entre a NS5 RdRp e o ligante Inda, onde EI (L- RY) = Fragmento 1 -

Fragmento 2 — Fragmento 3 + Fragmento 4.
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. 1 / Ligante (L)

Asp33s (RY)

Asp534 (CH])
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AspS34 (CFY)
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Fragmento 2

Lys691 (C11)

Ligante (L)

Asp534 (CH])

Fragmento 3

Asp534 (CHY

\

Lys691 (ClH)

Fragmento 4

Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DOCKING MOLECULAR

Foram realizados experimentos de Docking Molecular em cerca de 60 ligantes que
pudessem ser possiveis candidatos a inibidores da proteina NS5 RdRp do Zika Virus, onde cada
ligante gerava 10 complexos (conformagdes distintas), logo, foram analisados no total 600
complexos. Neste trabalho de conclusdo de curso foram selecionadas 6 ligantes que demonstraram

alto indice para potencial inibitério da proteina.

5.1.1 DOCKING DA NS5 E DO COMPOSTO INDA

Através da simulacdo de docking entre a NS5 RdRp e o Inda, foram obtidos os dados
evidenciados na Tabela 1, ranqueados na ordem dos complexos gerados. A partir desses resultados
pode-se observar que a menor energia livre de ligacdo e energia intermolecular calculada para a
NS5 foi -6,18 kcal/mol, valor expressivamente negativo que implica na afirmacdo que é
termodinamicamente mais favordvel a existéncia das moléculas em um complexo do que
separadas (BRAZ, 2016). Em sequéncia, as constantes de inibi¢do Ki variaram de 30 uM a 310
uM, onde € dito pela literatura que abaixo de 50 uM a ancoragem ja causa disfuncionalidade na
proteina, em outras palavras, o ligante em questdo consegue interferir diretamente na

funcionalidade da proteina (MAIA, 2013).

Tabela 1: KI ou Constante de inibi¢do expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia
intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto Inda.

Complexo Energia Livre de Ligacio Energia Intermolecular Ki

1 -6.18 -6.18 30
2 -5.90 -5.90 50
3 -5.17 -5.17 160
4 -4.93 -4.93 240
5 -5.17 -5.17 160
6 -4.85 -4.85 280
7 -4.82 -4.82 300
8 -5.17 -5.17 160
9 -5.17 -5.17 160
10 -4.79 -4.79 310

Fonte: Autoria prépria.

ApOs a realizacdo dos célculos de docking do composto Inda, utilizando o programa

Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO VISUALIZER, 2014), foi possivel identificar
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as ligacdes ocorridas entre os aminodcidos de maior proximidade, apresentando ligacdes de

hidrogénio com os aminodcidos Lys691, Asp535 e Thr700. Como pode-se ver na Figura 11.

Figura 11: Visualizag¢do 2D do composto Inda e os Aminoacidos da NS5 de maior interagdo.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.

Ainda no uso do software Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO
VISUALIZER, 2014) foi possivel analisar a nuvem eletrostitica do receptor (NS5), onde ¢é
possivel notar que o local de atracamento esta situado em uma regido de interacao neutra. Préximo
ao local de encontro, também é possivel notar uma regido eletronegativa, um dos aminodcidos

responsaveis € o residuo ancora 535. Essas afirmac¢des podem ser observadas na Figura 12.

Figura 12: Proteina NS5 RdRp com o composto inda (em amarelo) e a nuvem eletrostatica da interagio do receptor
com 0 composto.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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Oliveira (2017) analisou derivados da INDA testados contra esses alvos a West nile virus,
dengue e zikv. Foi realizado ensaio enzimatico com a protease de WNV; ensaios virucida, pré-
tratamento e pos-tratamento em cé€lulas Vero com os virus DENV e ZIKV; além de estudo de
docking para a proteina E do DENV e ZIKV e protease de WNV. A INDA se destacou
apresentando alta taxa de inibicao viral e baixa toxicidade contra WNV, DENV e ZIKV, atuando
como inibidor alostérico da protease de WNV e por neutralizacdo direta do DENV e ZIKV. Ja
Souza (2016) pesquisa objetivou a sintese e a avaliacdo das atividades antiviral, citotéxica e
leishmanicida de uma série de derivados da INDA. Os resultados da avaliacdo do ensaio antiviral
contra a protease NS2B-NS3 do West Nile Virus (WNV) e contra o virus dengue-1 (DENV-1)
mostraram que dos dezessete compostos submetidos aos ensaios, dois deles, 2-(4-
hidroxibenzilideno)-1H-indeno1,3(2H)-diona e 2-(3,4-diidroxibenzilideno)-1H-indeno-1,3(2H)-

diona (17) foram os mais ativos em inibir a protease do WNV e bem como o virus DENV-1.

5.1.2 DOCKING DA NS5 COM O COMPOSTO QUERCETINA

O Docking Molecular do flavonoide Quecertina com a Proteina NS5 RdRp apresentou
constantes de inibicdo que variaram de 194.77uM a 6110 uM. A Energia Livre de ligacdo foi
negativa em basicamente todos os complexos, tendo atingindo -5.28 kcal/mol. Enquanto a Energia
Intermolecular Final apresentou resultados expressivamente negativos atingindo -6.85 kcal/mol.
Logo, os parametros evidenciam uma perfeita interacdo ligante-proteina entre as moléculas

propostas (Tabela 2).

Tabela 2: KI ou Constante de inibi¢do expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia
intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto Flavonoide.

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki

1 -4.26 -6.05 753.20
2 -3.42 -5.51 3090
3 -4.67 -6.46 377.39
4 -3.17 -4.96 4720
5 -5.06 -6.85 194.77
6 -3.83 -5.62 1560
7 -5.28 -3.49 2760
8 -3.02 -4.81 6110
9 -3.17 -4.96 4720
10 -3.62 -5.41 2.20

Fonte: Autoria prépria.
Com os célculos de docking da Quecertina, utilizando Discovery Studio, foi possivel

identificar as ligacdes ocorridas entre os aminoacidos de maior proximidade, apresentando ligacao



33

de hidrogénio com os aminodcidos Thr693, Ser699 e curiosamente ligada fortemente em trés

pontos ao aminodcido dncora Asp535, além de apresentar atracdo eletrostitica com Asp 534.
Como pode-se ver na Figura 13.

Figura 13: Visualizac¢do 2D do composto Quecertina e os aminodcidos da NS5 de maior interag@o.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.

Utilizando o Discovery Studio foi possivel analisar a nuvem eletrostatica do receptor, onde
notou-se que o local de atracamento estd situado em uma regido de interacdo neutra. As regides
mais proximas a ligagdo mostram-se negativas, o Asp535 € um dos aminodcidos responsaveis
nessa interagdo. Essas afirmagdes podem ser observadas na Figura 14.

Figura 14: Proteina NS5 RdRp com o composto Quecertina (em amarelo) e a nuvem eletrostatica da interagdo do
receptor com 0 composto.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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Ribeiro (2018) avaliou a atividade antiviral in vitro da Quercetina Penta-acetilada (QPA)
em células permissivas a infeccdo/replicacdo por hRSV (HEp-2). Os ensaios antivirais foram
realizados com diferentes MOIs (0.1, 0.5 e 1.0) e analisados por adi¢do do sal de MTT e
posteriormente confirmados por ensaio de placa de lise. O composto QPA apresentou atividade
anti-hRSV nos protocolos virucida e de pds-tratamento. Carvalho et al (2013) demonstraram em
ensaios in vitro a atividade virucida da quercetina sobre o parvovirus canino. Para avaliacdo do
efeito antiviral, a reducdo do titulo viral foi de 93% para concentra¢do de 3 micrograma/ml de
quercetina incubada com virus. No mesmo estudo, foi observada também a reducao do titulo viral
na dosedependente na concentragdo de 1,5 micrograma/ml em testes de determinacdo de atividade

sobre a células (CARVALHO et al, 2013).

5.1.3 DOCKING NS5 COM O COMPOSTO TERPENO (1)

Os resultados do Docking (Tabela 3) demonstraram que mesmo com a variacdo em cada
conformagdo, os dez complexos de mostraram boas constantes de inibicdo (Ki), variando de 1.01
uM a 985.52 uM, além de baixos valores de Energia Intermolecular Final e Energia Livre,
demonstrando respectivamente -6.21 kcal/mol e -6.26kcal/mol evidenciando uma eficiéncia na

ligacdo do terpeno com a NS5.

Tabela 3: KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia
intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto terpeno 1.

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki

1 -4.74 -5.34 333.9
2 -4.73 -5.32 342.31
3 -4.03 -4.63 1.11

4 -5.61 -6.21 77.28
5 -4.09 -4.68 1.01

6 -4.51 -5.10 497.7
7 -4.40 -3.80 1.63

8 -4.70 -4.10 985.52
9 -6.18 -5.58 81.35
10 -6.26 -5.67 69.99

Fonte: Autoria prépria.

A partir dos complexos obtidos com o Docking Molecular foi possivel identificar as
ligacdes ocorridas entre os aminodcidos de maior proximidade, apresentando ligacdo de
hidrogénio com os aminoacidos Asp534, além de apresentar ligagdes de van der walls com Asp

535 e Ser699. Como pode-se ver na Figura 15.
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Figura 15: Visualizag¢do 2D do composto terpeno 1 e os aminoacidos da NS5 de maior interagao
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Fonte: Autoria propria a partir do Software Discovery Studio.

Na figura 16 a seguir, ¢ demonstrado a andlise feita a partir do DS a nuvem eletrostética

do receptor, onde é possivel notar que o local de atracamento estd situado em uma regido de
interacdo neutra.

Figura 16: Proteina NS5 RdRp com o composto terpeno 1 (em amarelo) e a nuvem eletrostatica da interacao do
receptor com o composto.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.

Alguns trabalhos ja relatam a atividade antiviral desta molécula, Garozzo et. Al. (2011)

realizou uma investigacdo a atividade antiviral dos metabdlitos secundérios do 6leo essencial de
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Melaleuca alternifolia (ETT), os resultados mostraram que o ETT tem uma atividade antiviral
contra o subtipo HIN1 do virus influenza A/PR/8 e que a atividade antiviral tem sido atribuida
principalmente ao terpeno (-) como principal componente ativo. Astani et. Al. (2010) realizou um
trabalho com os 6leos essenciais provenientes do eucalipto para validar sua atividade antiviral
contra a herpes simplex virus tipo 1 (HSV -1), os monoterpenos (inclusive o terpeno (-))
conseguiram cerca de 80% de inibicdo do HSV. Além de atividade contra o virus da gripe
(Garozzo et al., 2011). Outro trabalho que vale a pena ressaltar, evidencia a multiacdo do terpeno
(-) foi realizado por Bishop (1995), onde o monoterpeno apresentou atividade antiviral contra o

virus do mosaico do tabaco.

5.1.4 DOCKING NS5 COM O COMPOSTO TERPENO (2)

Andlise semelhante foi feita para a simulacdo de docking entre a NS5 e o outro enantidomero
do composto terpeno (1), o composto terpeno (2). O resultado também evidencia uma
termodinamica favordvel do complexo, porém com um valor menor de energia livre de ligagdo,
de -5.22 kcal/mol. J4 a energia intermolecular de menor valor foi vista no complexo 2, -5.82
kcal/mol. Da mesma forma que o composto terpeno (1), os resultados de Ki se mostraram

eficientes, variando de 1.03uM a 807.38uM

Tabela 4: KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia
intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto terpeno 2.

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki

1 -4.08 -4.73 1.03

2 -5.22 -5.82 148.49
3 -4.88 -5.48 264.87
4 -3.81 -4.41 1.60

5 -4.03 -4.62 1.12

6 -4.75 -5.34 331.91
7 -4.82 -5.42 293.16
8 -4.22 -4.82 807.38
9 -4.28 -4.88 723.36
10 -4.69 -5.29 365.31

Fonte: Autoria prépria.

Na andlise feita com o Discovery Studio, o Docking do enantiometro terpeno (2),
identificou-se as ligagdes ocorridas entre os aminodcidos de maior proximidade, apresentando

ligacdo de hidrogénio com os aminodcidos Asp534, assim como no terpeno (1), além da mesma
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ligacdo com o aminodcidos Thr700. A demais, ligages de van der walls com Asp 535, Ser699,

Lys691, Thr693 (Figura 17).

Figura 17: Visualizag¢do 2D do composto terpeno 2 e os aminoacidos da NS5 de maior interagdo
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Fonte: Autoria propria a partir do Software Discovery Studio.

Ainda em uso do Discovery Studio foi possivel analisar a nuvem eletrostética do receptor
(Figura 18), onde € notdvel que o local de atracamento estd situado em uma regido de interacao

neutra, porém percebe-se que perto da interacdo existem locais carregados eletronegativamente.

Figura 18: Proteina NS5 RdRp com o composto terpeno 2 (em amarelo) e a nuvem eletrostdtica da interacdo do
receptor com 0 Composto.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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5.1.5 DOCKING NS5 COM O COMPOSTO TERPENO 3

Como € exposto na Tabela 5, O terpeno (3) indicou indices de constante de inibi¢do que
chegaram a atingir 6170 (uM), enquanto as energias Intermolecular e Livre se mostraram nos dez
complexos negativas, obtendo respectivamente -5.34kcal/mol e -4.16kcal/mol, o que é uma

evidéncia forte de boa interacao termodinamica entre a NS5 e o composto em questao.

Tabela 5: KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia

intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto terpeno 3.

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki
1 -3.51 -5.00 2670
2 -3.63 -5.12 2180
3 -3.84 -5.34 1520
4 -3.05 -4.54 5850
5 -3.83 -5.33 1550
6 -3.22 -4.71 4360
7 -3.20 -4.69 4510
8 -3.01 -4.51 6170
9 -4.16 -5.65 893.30
10 -3.25 -4.75 4120

Fonte: Autoria prépria.

Com os cdlculos de docking do composto terpeno 3, utilizando Discovery Studio, foi
possivel identificar as ligagdes ocorridas entre os aminodcidos de maior proximidade,
apresentando ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos Lys691 e o residuo ancora Asp535, além
de apresentar atragdo eletrostatica com Trp702. A visualizacao destes resultados estd em exposicao

na Figura 19.

Figura 19: Visualizag¢do 2D do composto terpeno 3 e os aminodcidos da NS5 de maior interagao.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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A figura 20 evidencia a andlise da nuvem eletrostatica do receptor (NS5), feita a partir do
Discovery Studio, permitiu notar que o local de atracamento estd situado em uma regidao de
interag¢@o neutra, porém as regides mais proximas a ligacdo mostram-se negativas, o Asp535 mais

uma vez € um dos aminodcidos responsdveis nessa interaco.

Figura 20: Proteina NS5 RdRp com o composto terpeno 3 (em amarelo) e a nuvem eletrostética da interagdo do
receptor com 0 composto.
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Fonte: Autoria propria a partir do Software Discovery Studio.

Pereira (2014) que evidenciou que o terpeno (3) fornecem maior efeito larvicida contra
Aedes aegypti L. Casian et al (2010) realizaram um trabalho investigativo sobre a atividade
antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial de ho-sho, como resultados, foi comprovado acao
antimicrobiana do 6leo essencial sobre as bactérias testadas, além de comprovarem a atividade
antioxidante atingindo valor maximo de 97,49%. Logo, o trabalho atual, mostra indicios claros de

uma possivel acdo também como antiviral deste composto.

5.1.6 DOCKING NS5 COM O COMPOSTO TERPENO 4

Através da simulacao de docking entre a NS5 RdRp e o composto terpeno 4, foram gerados
os dados evidenciados na Tabela 6. A partir desses resultados pode-se observar que a menor
energia livre de ligac@o e energia intermolecular calculada para a NS5 foi respectivamente -6,18

kcal/mol e -6.13kcal/mol, valores altamente negativos que implicam na afirmacdo que é mais
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termodinamicamente favordvel a existéncia das moléculas em um complexo do que separadas

(BRAZ, 2016). Ja as constantes de inibi¢dao Ki variaram de 87.41uM a 795.91uM.

Tabela 6: KI ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em uM, Energia estimada livre (EEL) em kcal/mol e energia
intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4 entre a NS5 RdRp e o composto terpeno 3.

Complexo Energia Livre de Ligacio Energia Intermolecular Ki

1

O 00 3 O\ L B W
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-5.06 -5.66 194.66
-5.26 -5.86 139.07
-4.23 -4.82 795.91
-5.08 -5.67 190.37
-4.64 -5.24 397.99
-5.50 -6.09 93.78
-5.28 -5.88 135.13
-5.43 -6.02 105.29
-5.54 -6.13 87.41
-5.35 -5.95 119.56

Fonte: Autoria prépria.

O Discovery studio evidenciou em sua andlise visual as interagdes diretas dos aminodcidos

da NS5 que mais interagiram com o ligante (terpeno 4). A anélise obtive como resultado ligacdo

de hidrogénio com os aminoécidos Lys691 e o aminodcido ancora 535, além de apresentar ligacdes

de van der walls com Ala533 e Pro709 (Figura 21).

Figura 21: Visualiza¢do 2D do composto terpeno 4 e os aminodcidos da NS5 de maior interagao.
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Fonte: Autoria prépria a partir do Software Discovery Studio.
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A figura 22 evidenciou a andlise da nuvem eletrostatica do receptor (NS5), feita a partir do
DS, permitiu-se notar que o local de atracamento estd situado em uma regido de intera¢do neutra,
porém as regides mais proximas a ligacdo mostram-se negativas, o Asp535 mais uma vez ¢ um

dos aminodcidos responsdveis nessa interagao.

Figura 22: Proteina NS5 RdRp com o composto terpeno 4 (em amarelo) e a nuvem eletrostética da interagdo do
receptor com o0 composto.
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Fonte: Autoria propria a partir do Software Discovery Studio.

Apesar de ainda ndo haver relatos de funcdes antivirais, este composto apresenta algumas
atividades e funcdes diversas ja relatadas na literatura, Lopes et al (2016) realizaram um trabalho
de avaliacdo da eficacia do 6leo essencial de Mentha arvensis, e de seu majoritario terpeno (4), no
controle de Haemonchus contortus em ovelhas, apesar de obter apenas 61,6% de eficdcia, ndo
houveram resultados com relagdo a toxicidade do terpeno (4). Padua et al (2010) e Teixeira (2011),
relataram a atividade analgésica do composto, em estudos in vivo. Almeida et al. (2015),
comprovaram as respostas hipotensora, bradicardica, inotrOpica negativa e vasorrelaxante
induzidas por OEMYV, rotundifolona e Terpeno (4) foram significativamente mais potentes em
ratos SHR. J4 Morais (2009) evidenciou alguns chds que contém substancias com acdo

antioxidante, entre elas o terpeno (4).
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5.2 DETERMINACAO ENERGETICA DOS AMINOACIDOS PROTEINA-LIGANTE
OBTIDA ATRAVES DO FRACIONAMENTO MOLECULAR COM CAPS
CONJUGADOS (MFCC)

Os aminodcidos que apresentaram distdncia maior que 12 A foram desconsiderados para a
etapa de realizacdo dos cdlculos utilizando MFCC. Através de célculos de Mecanica Quantica e
do método de Fracionamento Molecular com Capuzes Conjugados (MFCC), as energias de

interacdo entre a proteina de replicacdo viral (NS5 RdRp) e os ligantes foram determinadas.

5.2.1 MFCC PARA O COMPOSTO INDA

Os valores de energia evidenciados no grafico 1 demonstram que os aminodcidos em
destaque na ligagdo participam de forma atrativa no complexo de interac@o entre a NS5 e o ligante
INDA, isto, tendo em vista as fortes energias negativas entre os nove aminodcidos (TYR 532, ASP
534, ASP 535, CYS 667, ARG 690, LYS 691, SER 699, THR 700 e GLY 701) do receptor (NS5)
com o ligante em questao.

Comparando os valores energéticos com a distancia individual de cada um, observa-se que
as interacdes ndo estabelecem um padrdo. Iniciando da menor interacdo para a maior, O
aminodcido TYR 532 obteve energia de interacao de -0,23 kcal/mol e 8,71;& de distancia de seu
centroide para o centroide do receptor, o GLY 701 apresentou valor energético de interacdo de -
0,38 kcal/mol e distancia de 8,121&, a LYS 691 demonstrou energia de -1,75 e distancia de 6,91&
0 CYS 667 apresentou -3,07 kcal/mol e distancia de 9,58 /OX, o ASP 535 obteve -4,71 kcal/mol de
energia enquanto sua distancia foi de 5,41 A, a SER 699 apresentou energia de -7,84 kcal/mol e
distancia de 6,53 A, o ASP 535 demonstrou energia de -8,97 kcal/mol e distancia de 3,92 A, 0
THR 700 obteve energia de -9,83 kcal/mol e distincia de 5,78 A, o ultimo aminoacido em
destaque, foi o ARG 690, demonstrando uma absurda energia de -14,82 kcal/mol e distancia de

6,48 A.
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Grifico 1: Energia de ligagdo dos principais aminodcidos da proteina NS5 com o ligante INDA.
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Fonte: Autoria prépria.

Conforme é exposto, os aminodcidos de maior energia de interacdo € a ARG, a arginina
pode firmar ligacdes de hidrogénio com 4gua, substrato ou cadeias laterais de aminodcidos, este
ultimo, € o motivo pelo qual este aminodcido pode ser identificado em sitios na cadeia
polipeptidica de proteinas tendo relevancia para a atividade e/ou regulacdo da atividade bioldgica
das mesmas, outra caracteristica a ser salientada € que a ARG possui preferencialmente energia
positiva indicando que a mesma possui tendéncia a obter ligacdes com grupos negativamente
carregados (CARDOSO, 2018), isto explica o que foi demonstrado neste trabalho, onde a arginina
€ responsavel por 28,71% da atratividade da NS5 com o ligante INDA. O segundo aminoacido de
maior intera¢@o foi a TRH (treonina), obtendo 19,04% de energia entre a NS5 e o ligante, resultado
similar ao de Oliveira (2015) que investigou a capacidade de transporte eletronico formado por
cadeias, onde o TRH sozinho demonstrou 14,94% de participagcdo na interacdo entre as cadeias.
O dltimo aminodcido explicito é o ASP (Acido aspértico) que apresentou 17,38% de valor
energético, o mesmo € polimérico demasiadamente hidrofilico que vem sendo utilizado em
estudos como um importante ligante de atividade catalitica (VARKEY; ANTONY; AJIL, 2018).
Segundo Godoy (2017) o ASP 535 € um aminoécido ancora, tendo importancia da ativacdo do
sitio ativo da protefna, logo, este resultado do ASP 534 (aminoécido lateral do ASP 535) €
correspondente com a literatura, de forma individual o ASP 535 obteve 9,12% de atratividade

individual pelo ligante.
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5.2.2 MFCC PARA O COMPOSTO QUECERTINA

O grafico 2 evidencia todos os aminodcidos que se destacaram na importincia da
interacdo entre a NS5 e o composto QUECERTINA, estes foram: ARG 690, ASP 534, ASP 535,
GLY 701, LYS 691, LYS 697, SER 699, THR 693, THR 700 E TYR 532.

Partindo da mesma 16gica de anélise, do aminodcido que menos interagiu para o que mais
interagiu, o THR 693 e o THR 700 obtiveram respectivamente 0,78 kcal/mol e 0,88kcal mol
demonstrando uma leve repulsao pelo ligante, o fato dos mesmos estarem em um raio menor que
6A do centroide do ligante, indica que a varidvel distincia nem sempre é primordial para a
atratividade entre as moléculas. A SER 699 apresentou -0,28 kcal/mol de energia e distancia de
6,99 A, o TYR 532 demonstrou -0,86 kcal/mol e 9,62 A de distincia, a LYS 697 obteve -0,92
kcal/mol e 9,27 A de distancia. A GLY 701 demonstrou -1,01 kcal/mol de energia, o ASP 535
indicou -1,22 kcal/mol de energia e 5,78 A de distancia, a LYS 691 apresentou -1,54 kcal/mol de
energia e 6,47 A de distancia, a ARG 690 indicou -1,62 kcal/mol e 6,45 A de distancia, € o
aminodcido com maior energia de interacdo foi o ASP 534 com -5,42 kcal/mol de energia e uma

distancia de 4,86 A do centroide do receptor (NS5) até o ligante em questdao (QUERCERTINA).

Grafico 2: Energia de ligacdo dos principais aminoacidos da proteina NS5 com o ligante QUECERTINA.
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Claramente o aminoacido ASP (4cido aspartico) obteve maior nivel de atratividade, sendo
responsavel por 48,30 % da interacdo entre a NS5 e o ligante QUECERTINA. Seguido da ARG
(arginina) com 14,44% e a LYS (lisina) com 13,72%.

5.2.3 MFCC PARA O COMPORTO TERPENO (1)

Os aminodcidos que demonstraram maior interacdo no atracamento da NS5 com o
composto TERPENO (1) foram: ALA 533, ALA 537, ARG 690, ASP 534, ASP 535, ASP 692,
GLN 694, GLU695, LYS 691.

O aminoacido ALA 537 repeliu levemente com relacdo ao ligante, obtendo energia de 0,59
kcal/mol, o mesmo estava a uma distancia de 8,94 A de distancia do centroide do TERPENO (1).
O GLU 695 apresentou energia de interagao de -0,63 kcal/mol e 11,69 A de distancia, a GLN 694
demonstrou -1,16 kcal/mol de energia enquanto sua distancia foi de 11,04 A, a ALA 533 indicou
energia de -1,25 kcal/mol e 8,94 A de distancia, o ASP 692 apresentou -1,39 Kcal/mol e 6,00 A
de distancia, a LYS 697 demonstrou -2,51 Kcal/mol de energia e 10,13 A de distancia, o ASP 535
indicou -2,96 Kcal/mol de energia e 4,91 A de distancia, a LYS 691 demonstrou -3,07 Kcal de
energia e 6,00 A de distancia, o ASP 534 apresentou -3,24 Kcal/mol de energia e 4,14 A de
distancia, a ARG 690 demonstrou -7,48 de energia e 5,86 A de distancia, e por ultimo, o
aminodcido que interagiu mais fortemente foi o SER 699 com -9,83 Kcal mol de energiae 7,11 A

de distancia do centro de massa (centroide) da NS5 para o centro de massa o ligante TERPENO

(1).
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Grifico 3: Energia de ligagdo dos principais aminodcidos da proteina NS5 com o ligante TERPENO (1).
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Fonte: Autoria propria.

A SER (serina) foi o aminodcido de maior atratividade no complexo de interacdo da NS5
com o ligante TERPENO (1), obtendo um valor de representacdo de energia de 29,83%, a ARG
(arginina) representou 22,70% e o terceiro aminodcido com maior participacdo foi o ASP (4cido

aspartico) com 9,86%.

5.24 MFCC PARA O COMPOSTO TERPENO (2)

Os aminodcidos da NS5 de maior interacao energética com o TERPENO (2) foram ALA
533, ALA 677, ARG 690, ASP 534, ASP 535, GLN 694, LYS 697, PRO 698, SER 699, THR
700 e THR 700 e os resultados estdo explicitos no grafico 4 a seguir.

Todos os aminodcidos demonstraram atratividade exceto a SER 699, apesar de sua
distancia do centroide ser de apenas 4,40 A de distancia, a mesma indicou um valor energético
de 2,20 Kcal/mol de energia. Os demais apresentaram energias individuais com um alto nivel de
negatividade para o complexo, os valores de energia e distancia foram respectivamente: a ALA
533 (0,04 Kcal/mol e 7,87 A), ALA 677 (-0,07 Kcal/mol e 8,77 A), PRO 698 (-0,08 Kcal/mol e
8,01 A), GLN 694 (-0,40 Kcal/mol e 8,68 A), ASP 534 (-1,33 Kcal/mol ¢ 5,49 A), ASP 535 (-
2,70 Kcal/mol e 8,00 A), LYS 697 (-3,74 Kcal/mol e 7,39 10\), ARG 690 (-5,89 Kcal/mol e 5,53
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Ae por ultimo o aminodcido de maior energia atrativa no complexo NS5 mais TERPENO (2)
foi o THR 700 apresentando -11,23 Kcal/mol e distancia de 5,12 A do centro de massa da NS5

para o centro de massa do aminodcido.

Grafico 4: Energia de ligagdo dos principais aminodcidos da proteina NS5 com o ligante TERPENO (2).
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Fonte: Autoria propria.

Em termos de porcentagem, os trés aminodcidos mais importantes para a ligacdo entre a NS5
e o TERPENO (2) € o THR (treonina) com 48,23%, seguido da ARG (arginina) 25,30% e LY S

(lisina) com 16,06% de energia.

5.2.5 MFCC PARA O COMPOSTO TERPENO (3)

As energias evidenciadas no grafico 5 demonstram que os aminodcidos em destaque na
ligacdo participam de forma atrativa no complexo de interacio entre a NS5 e o ligante TERPENO
(3), isto, tendo em vista as fortes energias negativas entre os seis aminodcidos (ALA 533, ALA
537, ASP 535, LYS 691, PRO 709, TRP 702) do receptor (NS5) com o ligante em questao.

A ALA obteve valor energético de 0,78 Kcal/mol, demonstrando uma leve repulsa pelo
Terpeno (3), e sua distancia do centro de massa do mesmo foi de 9,57 A de distancia, o PRO 709

apresentou -0,16 Kcal/mol de energia e 9,26 A de distancia, a ALA 533 indicou -1,00 Kcal /mol



48

de energia e 6,19 A de distancia, a LYS 691 obteve -1,12 Kcal/mol de energia e 6,09 A de
distancia, o TRO 702 apresentou -1,55 Kcal/mol de energia e 9,12 A de distancia, e o aminoacido
com maior participa¢do nesta intera¢io foi o ASP 535 com -3,24 Kcal/mol de energia e distancia

de 5,44 A do centro de massa do ligante.

Grafico 5: Energia de ligagdo dos principais aminoédcidos da proteina NS5 com o ligante TERPENO (3).
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Fonte: Autoria prépria.

Como foi visto, o ASP (4cido aspartico) foi 0 aminodcido com maior participacdo efetiva
na atratividade entre o complexo formado pela NS5 e o composto TERPENO (3), representando
51,58% da energia do sistema, os outros dois aminodcidos de maior interacdo foram o TRP

(triptofano) com 24,60% e a LYS (lisina) com 17,77%.

5.2.6 MFCC PARA O COMPOSTO TERPENO 4)

No grifico 6 a seguir entram em destaque os oito aminodcidos de maior interacdo no
ancoramento entre a NS5 e o composto TERPENO (4), foram: ALA 533, ALA 537, ASP 534,
ASP 535, LYS 691, PRO 709, TRP 702 E TYR 532.
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O aminoécido ALA 533, apresentou uma energia de 0,15 Kcal/mol, o que demonstra uma
leve repulsdo ao ligante, a seguir € evidenciado da menor intera¢do para a maior com suas energia
e respectivas distancias. TYR 532 (-0,23 Kcal/mol e 9,45 A), a ALA 533 (-1,63 Kcal/mol e 5,70
A), 0 ASP 534 (-2,04 Kcal/mol e 4,25 A),0 TRP 702 (-2,15 Kcal/mol e 8,87 A), aLYS 691 (-8,05
Kcal/mol e 6,15 A) e o aminoacido de maior atividade atrativa nesse sistema foi o ASP 535 com
-9,75 Kcal/mol e 5,08 A de distancia do centro de massa da NS5 para o centro de massa do ligante

TERPENO (4).

Grafico 6: Energia de ligacdo dos principais aminoédcidos da proteina NS5 com o ligante TERPENO (4).
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Fonte: Autoria prépria.

Baseando-se nesta evidéncia, podemos salientar que o ASP (4cido aspartico) mais uma vez
foi o aminodcido com maior energia de atratividade com o ligante, sua representacdo foi de
40,88% na ligacdo entre a proteina NS5 e o TERPENO (4), o segundo aminodcido de maior
participacdo foi a LYS (lisina) com 33,75% e o TRP (triptofano) com 9,01%.
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5.3 ENERGIA TOTAL OBTIDA ATRAVES DO METODO DE FRACIONAMENTO
DE CAPS E CONJUGADOS (MFCC)

Os cdlculos ab initio descreve propriedades de transporte eletronico de jun¢des moleculares
(ALBUQUERQUE et al., 2014). A disposi¢do do balango de energia final (EI (L —R) =E (L +
CHR C*H) - E (CH R C*) —E (L + C C*!) + E (C! C'*!) estd em evidéncia no grifico 7, e
refletem a contribuicdo individual de cada aminodcido na intera¢do entre a o receptor (Proteina
NS5) e os ligantes (INDA, QUECERTINA, TERPENO (1), TERPENO (2), TERPENO (3) e
TERPENO (4)).

Como pode ser visto no gréfico 7, todos os ligantes mostraram-se eficientes na ligacdo com
o receptor, tendo em vista valores altamente negativos em sua energia quantica de ligacdo. De
acordo com os célculos realizados o balanco energético total o TERPENO (3) obteve -6,30
Kcal/mol, a QUECERTINA apresentou -11,22 Kcal/mol, o TERPENO (2) demonstrou -23,28
Kcal/mol, o TERPENO (4) indicou -23,85 Kcal/mol, o TERPENO (1) - 32,95 Kcal/mol e o tltimo

composto INDA, apresentou impressionantes -51,61 Kcal/mol de energia final.

Grafico 7: Representacio da Energia total (Kmol/mol) de todos os ligantes ancorados com a proteina de
replicacdo viral NS5 RdRp.
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Fonte: Autoria propria.

Outra forma interessante para interpretacio destes resultados, € a transformacao da unidade

Kcal/mol para eV (eletrovolts), o grafico 8 a seguir demonstra os mesmos resultados do gréfico 7,
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com o diferencial de que o balancgo final de energia total (BFE) estd sendo dado em eV, para a
quimica a partir de -1eV a ligacdo entre as moléculas pode ser considerada do tipo covalente
(JAURIS et. Al, 2015).

O composto INDA obteve o melhor resultado, com -1,8eV, seguido do TERPENO (1)
com -1,41eV, o composto TERPENO (2) e TERPENO (4) indicaram respectivamente -1,00eV e
-1,02eV, os dois dltimos foram os o TERPENO (3) com -0,27eV e a QUECERTINA que obteve
em seu balanco quantico de energia final de -0,48eV. Com isto, é possivel afirmar que todos os
seis compostos se mostraram negativamente expressivos, sendo demonstrado quanticamente que
os ligantes tem alta afinidade pela proteina (MOTA, 2016), e quatro destes, com evidéncia de
formacdo de ligacao covalente no sitio ativo da NS5 RdRp, o que caracteriza, stricto sensu, como

uma inibi¢do irreversivel (BARREIRO & FRAGA, 2014).

Grafico 8: Representacio da Energia total (eV) de todos os ligantes ancorados com a proteina de
replicacdo viral NS5 RdRp.
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Fonte: Autoria propria.

5.4EVIDENCIA DE POTENCIAIS AMINOACIDOS ANCORA NO SITIO
ATIVO DA PROTEINA

Na tabela 7 a seguir, € possivel observar os aminoacidos que interagiram diretamente no

balango energético final com todos os ligantes. Estes foram: TYR 532, ALA 533, ASP 534, ASP
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535, ALA 537, ARG 690, LYS 691, ASP 692, THR 693, LYS 697, PRO 698, SER 699, THR 700
e GLY 701.

Com o levantamento feito de aminodcidos da NS5 que interagiram com os ligantes INDA,
QUECERTINA, TERPENO (1), TERPENO (2), TERPENO (3) e TERPENO (4) através do
software Discovery Studio para a evidenciacdo energética feita através do Software Materials
Studio foi relevante observar quais destes tiveram uma participacdo mais assidua em todos os
complexos (NS5 + Ligantes), Godoy (2017) destaca os aminodcidos ASP 535 e ASP 665 como
residuos ancora de grande importincia para a ativagdo do sitio ativo da NS5. Neste trabalho
comprovou-se que o ASP 535 realmente participa como um dos aminodcidos responsdveis mais
fortemente pela interacdo entre todos os compostos (como estd em destaque na tabela 7),
entretanto, o ASP 665 nao foi evidenciado com interagdo direta com os ligantes (potenciais
antivirais). Nessa perspectiva, € prudente salientar que a LYS 691 e a SER 699 curiosamente
interviram negativamente em praticamente todas ancoragens entre a NS5 e os ligantes, podendo
assim, surgir a evidencia de novos aminodcidos ancora, que sdo essenciais para a boa interacdao

com a NSS.

Tabela 7: Evidenciacdo dos aminoacidos da NS5 de maior interacdo com os 6 ligantes testados, em destaque os
aminodcidos que mais apareceram nas analises computacionais.

Terpeno (1) Terpeno (2) Terpeno (3) Terpeno(4) Quecertina Inda
TYR532 TYR532 TYRS532
AT A533 ATAS533 AT A533 AT A533
ASP534 ASP534 ASP534 ASP534 ASP534
ASPS535 ASP535 ASP535 ASP535 ASPS535 ASP535
ALAS537 ALAS537 ALAS537
ARG690 ARG690 ARG690 ARG690
LYS5691 LYS691 LYS691 LYS691 LYS691
ASP692
THR693
LYS697 LYS697 LYS697
PROG98
SER699 SERG99 SERG699 SER699
THR700 THR700 THR700
GLY701 GLY701

Fonte: Autoria prépria.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho de conclusido de curso mostraram-se altamente promissores,
indicando estes seis compostos com potencial antiviral para inibi¢do da proteina NS5 RdRd, tendo
em vista, as vdrias evidéncias de excelente e confortidvel interacio demonstradas através das
técnicas de Docking Molecular e Fracionamento de Caps Conjugados. L.ogo, estes compostos
podem auxiliar no desenvolvimento de uma futura vacina que possa intervir na efetividade do
virus da Zika.

E sabido que durante muito tempo a farmacologia esteve presa apenas as anélises
experimentais para a viabilizacdo de novos farmacos, isto, demandava alto custo e maior
quantidade de tempo. Hoje por meio de técnicas computacionais se tornou possivel o avanco em
diversas etapas para a industria farmacéutica, desde a predicdo de novas moléculas até a elucidacao
de seu comportamento para com o alvo proposto. O conhecimento de interagdes especificas entre
a proteina e o ligante (candidato a formaco) sdo fundamentais para o estudo do comportamento de
seu sitio ativo e funcionamento. Através desta metodologia, foi possivel caracterizar as interacdes
no sitio de ligacdo, podendo-se a partir disto, identificar grupos de aminodcidos funcionais que
foram responsdveis pela criagdo das ligagdes favoraveis e por meio desta informacao, € possivel
pensar em ajustes na estrutura do ligante (farmaco) para a potencializacao de seu efeito.

A partir da andlise dos dados obtidos, considerando os aspectos da metodologia utilizada

e do sistema em estudo, pode ser concluido:

Docking molecular

e A metodologia aplicada foi capaz de selecionar e testar compostos para a
elucidacao de possiveis moléculas com potencial antiviral.

e Todos os seis compostos testados apresentaram altas constantes de inibi¢ao (Ki) a
proteina, a energia livre de ligagdes e a energia intermolecular de todos os
complexos foram altamente negativas, podendo-se afirmar que sdo
termodinamicamente favordveis, ou seja, a existéncia destas moléculas em um
complexo é preferivel (em quesitos de gasto energético) do que a proteina sozinha.

e O aminoécido ancora Asp535 foi o responsavel por praticamente todas a interacoes
evidenciadas no Docking, estabelecendo ligacdo de hidrogénio em 4/6 complexos.

e E perceptivel a influéncia do residuo Asp534, que aparece com fortes interacdes
com todos os ligantes em todos os docking, podendo ser considerado também um

aminoacido ancora.
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Fracionamento Molecular Com Caps Conjugados

A técnica se mostrou altamente refinada e especifica, através da mesma foi
possivel identificar a energia quantica de cada aminodcido do receptor em todas
as simula¢des de ancoragem com os ligantes, estes, indicaram atratividade por
basicamente todos os aminoacidos da NS5;

O balanco energético demonstrou que quatro complexos (INDA, TERPENO
(1), TERPENO (2), TERPENO (4) exibem evidéncia de regime de ligacdes
covalentes, entretanto, mesmo sem alcancar a ambito de ligacdo covalente os
ligantes TEPERNO (3) e QUECERTINA apresentam aminoécidos fortemente
ligados apresentando energia total negativa;

Os aminoécidos LYS 691 e SER 699 deram indicios de serem possivelmente

regides ancora da proteina NS5;
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