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ESTUDO IN-SILICO DO FLAVONOIDE PECTOLINARINA COMO INIBIDOR DA
SERINO PROTOASE NS1 DO VIRUS DA DENGUE
Francisco Aurecio Morais de Araujo?
Aluisio Marques da Fonseca?
RESUMO

O virus da Dengue (DENV) é uma doenca negligenciada que afeta varios paises no
mundo sendo o causador de muitos Obitos. A doenca ainda € tratada a partir dos
sintomas apresentados pelo paciente, entretanto existem uma vacina licenciada que
combate os 4 sorotipos porém pouco divulgada. Pesquisas apontam que a
glicoproteina nao-estrutural 1 (NS1) é uma das principais responsaveis pela
replicacdo do virus no interior das células humanas sendo alvo para inibidores. A
pectolinarina € um flavonoide extraido das folhas e partes aéreas da espécie vegetal
Lantana camara, conhecida popularmente como cambard-de-chumbo, tendo
apresentado acao antiviral descrita na literatura. O objetivo do trabalho foi realizar um
estudo in silico entre a pectolinarina e a NS1. Para isso utilizou-se nos testes a
metodologia de Docking molecular semirrigido submetendo a pectolinarina como
ligante flexivel em um encaixe com a NS1 rigida. O ligante foi preparado otimizando a
estrutura atraves software ORCA pela Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
utilizando o funcional hibrido B3LYP e conjunto de funcdes tipo Gaussiana 6-31G. O
resultado da otimizacao foi convertido no formato PDBQT utilizando o software Open
Babel. O receptor foi trabalhado somente com a corrente A, e preparado removendo
0s grupos Sulfato e agua no Discovery Studio. Apds ser submetida a adicdo dos
Hidrogénios polares, checagem de cargas e residuos no Autodock Tools foi convertida
ao formato PDBQT. No receptor foi pesquisado uma cavidade através do Molegro
Virtual Docker (MVD) para construcao da grade com centros em X= 126.703600, Y=
-31.960100 e Z= 20.526600 com os argumentos salvos numa pasta no formato TXT.
Os célculos foram realizados utilizando o pacote Autodock Vina, obtendo 9 posicées.
Dentre os resultados, a pose 8 teve energia de afinidade de -7,0 Kcal/mol e RMSD
L.B de 1.432 e U.B de 2.125 mostrando ser a melhor entre as outras poses. O
complexo proteina-ligante foi visualizado pelo software Discovery Studio,
apresentando interacdes do ligante nos aminoacidos GLU A: 326, LYS A: 272, GLU
A: 281, THR A: 307, LEU A: 273, THR A: 300. A pectolinarina foi submetida a uma
checagem nos parametros de Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecao
(ADME) para saber se ela seria um inibidor efetivo usando a ferramenta SwissADME.
Os resultados Fisico-Quimicos mostraram que a pectolinarina rompe 3 das 5 regras
de Lipinski e os dados farmacocinéticos mostraram uma baixa absor¢cdo no trato
gastrointestinal e biodisponibilidade. Pode-se concluir que mesmo com uma energia
favoravel a pectolinarina precisara de adaptacGes estruturais para ser efetiva nos testes in
vitro e ser utilizada para inibir a NS1 nas células humanas.

Palavras-chave: Dengue. Docking. in silico. Pectolinarina.

IDiscente do Curso de Licenciatura em Quimica da Universidade da Integracdo Internacional da
Lusofonia Afro-Brasileira — UNILAB.
2Orientador: Doutor em Quimica pela Universidade Federal do Ceara — UFC.



IN-SILICO STUDY OF PECTOLINARIN FLAVONOIDE AS SERINE INHIBITOR
PROTOASE NS1 DENGUE VIRUS

Francisco Aurecio Morais de Araujo’

Aluisio Marques da Fonseca?

ABSTRACT

The Dengue virus (DENV) is a neglected disease that affects several countries in the
world and is the cause of many deaths. The disease is still treated based on the
symptoms presented by the patient, however, there is a licensed vaccine that combats
the 4 serotypes but is little known. Researches show that the non-structural
glycoprotein 1 (NS1) is one of the main responsible for the replication of the virus inside
human cells being a target for inhibitors. Pectolinarin is a flavonoid extracted from the
leaves and aerial parts of the plant species Lantana camara, popularly known as
cambara-de-lead, having had antiviral action described in the literature. The work
aimed to conduct an in silico study between pectolinarin and NS1. For this, the semi-
rigid molecular Docking methodology was used in the tests, subjecting pectolinarin as
a flexible ligand in a fitting with the rigid NS1. The ligand was prepared by optimizing
the structure using ORCA software using Density Functional Theory (DFT) using the
B3LYP hybrid functional and Gaussian 6-31G function set. The optimization result was
converted to PDBQT format using the Open Babel software. The receiver was worked
only with current A and was prepared by removing the Sulfate and water groups in
Discovery Studio. After being subjected to the addition of polar Hydrogens, checking
of loads and residues in Autodock Tools was converted to the PDBQT format. In the
receiver, a cavity was searched through the Molegro Virtual Docker (MVD) for the
construction of the grid with centers at X = 126.703600, Y = -31.960100 and Z =
20.526600 with the arguments saved in a folder in the TXT format. The calculations
were performed using the Autodock Vina package, obtaining 9 positions. Among the
results, pose 8 had affinity energy of -7.0 Kcal/mol and RMSD L.B of 1,432 and U.B of
2,125, showing to be the best among the other poses. The protein-ligand complex was
visualized by the Discovery Studio software, showing interactions of the ligand in the
amino acids GLU A: 326, LYS A: 272, GLU A: 281, THR A: 307, LEU A: 273, THR A:
300. Pectolinarin was subjected to a check on the Absorption, Distribution, Metabolism,
and Excretion (ADME) parameters to see if it would be an effective inhibitor using the
SwissADME tool. The Physical-Chemical results showed that pectolinarin breaks 3 of
the 5 rules of Lipinski and the pharmacokinetic data showed a low absorption in the
gastrointestinal tract and bioavailability. It can be concluded that even with favorable
energy to pectolinarin it will need structural adaptations to be effective in in vitro tests
and to be used to inhibit NS1 in human cells.

Keywords: Dengue. Docking. in silico. Pectolinarin.

1Student of the Chemistry Degree Course at the University of International Integration of Afro-Brazilian
Lusophony - UNILAB.
2Orientator: PhD in Chemistry from the Federal University of Ceara - UFC.
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1. INTRODUCAO

A Dengue é uma patologia infecciosa conhecida entre as doencas
negligenciadas que afeta paises no mundo todo com clima tropical e subtropical, e o
virus é um dos principais causadores de mortalidade sendo transmitido pelo mosquito
vetor Aedes aegypti (LUPI, CARNEIRO, COELHO, 2007). Existem um total de quatro
sorotipos do virus (DENV- 1, 2, 3 e 4) que apresentam sintomas desde febre até

complicacBes hemorragicas.

O virus da Dengue apresenta formato esférico e envelopado por uma
bicamada lipidica que carrega o material genético Acido Ribonucleico (RNA) dividindo-
se em 3 proteinas estruturais (C, M, E) e 7 proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Estudos apontam a glicoproteina NS1 como a
causadora da replicacéo viral nas células humanas. A doenca ainda é tratada a partir
dos sintomas apresentados pelo paciente, entretanto existem uma vacina licenciada

que combate os 4 sorotipos, porém pouco divulgada (GUY et al, 2011).

Com isso, varios laboratérios no mundo todo fazem uma busca constante por
novos farmacos ou compostos bioativos que combatem o virus de uma forma
terminante, agindo sobre seus quatro sorotipos conhecidos e inibindo a acao de suas
proteinas ndo-estruturais (GUIDO, ANTRICOPULO, OLIVA, 2010).

O processo de descoberta e analises € muito longo, sendo divididos em varias
etapas. Estima-se que um remédio para chegar até o consumidor final demora em
média cerca de 10 a 15 anos, isso sendo aprovado em todas as etapas de testes e
confirmado para fabricacdo e comercializacdo pela ANVISA, érgdo que fiscaliza
medicamentos no Brasil (GUIDO, ANTRICOPULO, OLIVA, 2010).

A partir dai o uso de simulacbes computacionais vém sendo de muita
importancia para a descoberta de novos agentes inibidores que podem atuar no
combate as doencas. Com o avanc¢o da tecnologia, essas simula¢gdes que recebem o
nome de in silico (que significa: auxiliado por computador) apoiam no planejamento,

diminuindo significativamente algumas das etapas.

Existem varios métodos de calculos computacionais. Os mais utilizados séo

conhecidos como Ab-inito, Teoria do Funcional da Densidade (DFT), Semi-empiricos
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e Docking molecular (mecéanica molecular) que facilitam o desenho e desenvolvimento
de novos candidatos a inibidores, conhecidos através de estimativas tedricas. Nesta
perspectiva, aplicar os testes in silico em pesquisas é de fundamental importancia pois

aproximam os resultados a valores experimentais (FARIAS, 2018).

Para tanto, o conhecimento aplicado a Quimica Medicinal é de suma
importancia, tendo em vista que muitos dos agentes inibidores sao encontrados em
plantas, extratos ou 6leos que as pessoas utilizavam, tudo isso a base de tentativa e

erro.

A partir desta perspectiva, o presente trabalho propde o uso da pectolinarina,
um flavonoide extraido das folhas da Lantana camara (FONSECA et al, 2019),
conhecida popularmente como chumbinho ou cambara-de-chumbo (D’OLIVEIRA et
al, 2018) e comumente utilizada na medicina popular por conter caracteristicas
antivirais. Por este atributo, é possivel que ela se torne um inibidor da replicacdo do
virus nas células humanas. Para isso, a aplicacdo da modelagem molecular permitira

observar tais propriedades.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
e Simular a interacdo do flavonoide pectolinarina com a protoase NS1 do virus
da Dengue (DENV-1).

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a estrutura da pectolinarina e suas propriedades fisico-quimicas no
repositério da PubChem (KIM et al, 2019)

e Trabalhar com a estrutura cristalografica da protease NS1 do flavivirus da
Dengue tipo 1 (40I1G) complexada e depositada no repositorio da Protein Data
Bank (ROSE et al, 2016).

e Preparar o receptor removendo 4gua e Sulfato complexados nas estruturas
pelo software Discovery Studio e converter no formato PDBQT via software
Autodock Tools (MORRIS et al, 2009).

e Realizar um preparo do ligante com otimizacdo geométrica através de calculos
da Teoria do Funcional da Densidade (DFT) usando o ORCA 4.0 (NEESE,
2018) e converter a estrutura do ligante no formato PDBQT utilizando o
software Openbabel GUI (O'BOYLE et al, 2011)

e Realizar Docking molecular, através do software Autodock Vina (TROTT &
OLSON, 2010) e analisar os valores obtidos de Energia de afinidade (Kcal/mol),
RMSD L.B e RMSD U.B.

e Visualizar o complexo proteina-ligante pelo Discovery Studio (BIOVIA, 2020)
observando as interacdes bidimensionais da pose da pectolinarina mais
estavel, apontando os aminodcidos ancoras e as distancias em angstrons (A).

e Verificar propriedades ADME da pectolinarina pela ferramenta SwissADME
(DAINA, MICHIELIN & ZOETE, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

Os testes in silico é uma ferramenta muito importante nos estudos de Quimica
Medicinal sendo esta ferramenta utilizado na predicéo de propriedades moleculares,
bem como o estudo de inibidores tedricos de doencas negligenciadas. A necessidade
de compreender as técnicas € de extrema importancia no contexto de pesquisas na
area tendo em vista o baixo custo e tempo das analises. O presente trabalho ira avaliar
o comportamento do flavonoide pectolinarina frente a protease NS1 do virus da
Dengue, avaliando um possivel efeito inibitério da doenca que até o presente

momento permanece sem uma cura efetiva.

A interacdo por Docking molecular em determinada grade e
consequentemente avaliar suas propriedades de Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo
e Excrecdo (ADME) e fazer correlagbes com o efeito inibitério. Espera-se atrair a
atencdo para a tematica e contribuir para a busca de novos compostos derivados de
produtos naturais que possam atuar no combate a Dengue. Com isso, as conclusées
pretendem servir de base para outros estudos na area Modelagem Molecular aplicada

ao combate de doencas negligenciadas.
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4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. PANORAMA DA DENGUE NO BRASIL

A Dengue durante muito tempo vem sendo uma doenca infecciosa
negligenciada que afeta diversos paises do mundo. O virus é originario do Egito, no
continente Africano sendo que os primeiros casos doenca foram registrados no século
XVII e espalhados pelo mundo todo no periodo das grandes navegacdes (ARAUJO,
2018). Esta doenca febril € causada por um arbovirus, pertencente a familia
Flaviviridae transmitida através da picada do mosquito, podendo ser o Aedes aegypti
ou Aedes albopictus. O clima tropical e subtropical das Américas, Sudoestes Asiatico,
Africa e do Leste do Oceano pacifico favorece o surgimento da fémea do mosquito
Aedes que carrega consigo a transmissao do virus principalmente em areas urbanas
(DO AMARAL & DANSA-PETRETSKI, 2012; ARAUJO, 2018).

Com a adaptacgdo ao clima, o continente Americano no século XIX comegou
a registrar casos e pequenos surtos em varios paises Latino-Americanos, o Brasil foi
um deles (LIMA, 2014). Existem 4 sorotipos do virus denominados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4 gue circulam no pais. Além desses, o mosquito vetor carrega
consigo os virus das novas arboviroses Zika e Chikungunya que também causam

sérios impactos na saude publica (ARAUJO, 2018).

Atualmente, segundo o relatério da Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS), em novembro de 2019 foram registrados mais de 2,7 milhées de casos da
doenca nas Américas, estando presente os 4 sorotipos e com um numero alarmante
22.127 casos graves e 1.206 mortes causadas, ficando como uma marca histérica
(OPAS/OMS, 2019). Ainda sobre os casos constatados, segundo a OPAS/OMS
(2019) o Brasil, por ser um dos paises de territorio extenso e de grande populacéo,

teve o maior nimero desta atualizagcdo com cerca de 2.070.170 casos notificados.

Abaixo esté representado o mapa adaptado da European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC) que consta a distribuicdo dos casos de Dengue pelo
mundo, podemos verificar que na América do Sul, América Central e o Sudoeste
Asiatico registraram casos acima de 100.000 pessoas infectadas pelo virus somente
no ano de 2019 (EUROPEAN, 2019).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica dos casos da dengue até 2019.

Dengue cases
1

1,000

‘ Affected countries Date of production: 22/01/2021

Fonte: EUROPEAN (2019).

Antes da Pandemia Mundial de COVID-19, nas primeiras semanas de
fevereiro de 2020 os dados apresentados no boletim epidemiolégico lancado pela
OPAS ja eram considerados alarmantes, mostrando que o0 numero de casos
aumentou no Brasil passando para a marca de 2,226,865 reportados, um aumento de
0,06% na taxa de mortalidade (OPAS/OMS, 2020). Os dados do boletim nas primeiras
semanas de junho de 2020, durante a pandemia, mostraram que os casos de Dengue
deram uma pequena queda, chegando a 1,6 milhdes nas Américas. O Brasil neste
periodo registrou 1,040,481 (OPAS/OMS, 2020).

Podemos observar que mesmo com todas as campanhas de prevencao e
acOes para erradicar o0 mosquito vetor, muitos casos acontecem em todo o mundo,
principalmente nas Américas mostra a importancia de entender os mecanismos de
acdo do virus nas células humanas para possiveis desenhos de inibidores que

combatam o problema.

4.2. ESTRUTURA VIRAL DA DENGUE

O virus da Dengue apresentam formato esférico, envelopado e com diametro
de aproximadamente 50 nm (LUPI, CARNEIRO, COELHO, 2007). Todos 0s sorotipos
possuem a constituicdo do envelope viral feita de uma bicamada lipidica que deriva

do reticulo endoplasmatico (RE) da célula hospedeira, carregando o material genético
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acido ribonucleico (RNA). A tradugdo do RNA viral na extremidade 5 UTR (em inglés:
untranslated region) produz uma poliproteina que se codifica em 10 proteinas virais
(LIMA, 2014). Essas proteinas virais que codificam o nucleocapsidio, geram 3
proteinas estruturais que sdo denominadas de Capsideo (C), Membrana (M) e
Envelope (E) e 7 proteinas ndo-estruturais (NS) denominadas NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5 (LIMA, 2014; MURI, 2013). Dessa forma as proteinas
estruturais atuam na construcao da particula viral enquanto as ndo-estruturais atuam
no processo de replicacdo nas células. A figura abaixo representa a estrutura do RNA

positivo do virus da Dengue.

Figura 2 - Estrutura do RNA positivo do Virus da Dengue.

NS2A NS4A
C M e NSt IS3 . NR
s

NS28 NS48 U

Nature Reviews | Microbiology

Fonte: GUZMAN et al (2010).

Segundo estudos de Lima (2014) e Do Amaral & Dansa-Petretski (2012) entre
outros autores entre as proteinas nao-estruturais, a NS1 é a glicoproteina que
possivelmente é responsavel pela replicacdo do virus, podendo ser determinada por
testes imunoenzimaticos nas células humanas quando a doenca esta em niveis
consideraveis. Neste contexto, conhecer a estrutura-alvo € muito importante para os
estudos e aplicacdes de simulagcbes que prevejam os modos de interacdo de um
inibidor tedrico buscando a posicdo de ligacado de menor energia e maior afinidade
(OLIVEIRA, 2018).

4.3. EXPLANACAO GERAL SOBRE MODELAGEM MOLECULAR

A Quimica computacional, ou Modelagem Molecular (OLIVEIRA, 2018;
FARIA, 2018; SOUZA, 2015, FERREIRA, 2013) € um ramo que desenvolve solucdes
no campo teorico agregando diversas estimativas, simulacdes, padrdes, analises e
simplificagbes para representar fendmenos fisicos reais empregados em

determinados objetos de estudos. As técnicas utilizam computadores e tem como
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base o conhecimento de varias ciéncias tais como: Quimica, Fisica, Ciéncias da
Computacdo, Biologia e Estatistica. O advento da Mecéanica Quantica e a melhoria
nos métodos de calculos tornou a Modelagem Molecular uma ferramenta bastante
empregada no estudo de sistemas atdmicos, moleculares e biolégicos (FARIA, 2018;
ORTOLAN, 2014).

No ambito das analises quimicas, os testes in silico apresentam resultados
satisfatorios. No estudo da Quimica Medicinal, por exemplo, a utilizacdo deste tipo de
metodologia que poupa tempo, mostrando resultados eficientes na procura de
moléculas bioativas que podem ser sintetizadas posteriormente (SOUZA, 2015). Os
testes in silico podem ser divididos nas categorias (OLIVEIRA, 2018; OLANDA, 2016):

e Mecénica Molecular;

e Célculos Ab-initio;

e Método Semi-empiricos;

o Teoria do Funcional da Densidade (DFT);

e Docking Molecular.

O emprego de computadores e softwares para a resolugéo de equacdes da
Mecanica Classica e Quantica permite obter diversas propriedades quimicas do
sistema estudado. Nos subtdpicos sera explanado um pouco de cada tema, ndo sera
demonstrado todas as equacfes que compdem os métodos, e sim passos importantes

para se compreenséo a aplicacdo de cada um.

4.4. MECANICA MOLECULAR

A Mecanica Molecular (MM) baseia-se no método classico, utilizando de
equacdes da fisica Newtoniana para assim descrever moléculas como um conjunto
de esferas ligadas por molas com constantes de for¢a especificas (OLANDA, 2016).
Por ser restrito ao estado fundamental dos atomos, para calcular a energia a MM
considera o somatorio de todos os termos relacionados a posicdo de equilibrio do
sistema, conhecida como “campo de for¢ga” que demonstra interagdes de curta e longa
distancia dependente das coordenadas (ALCACE, 2007).
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Assim, de uma forma geral, a energia relativa das conformacdes calculadas

no campo de forca é dado por [1]:

Etotal — Eestlramento + Ebendmg + Etorcwnal + Elnteragéo [1]

Sendo as componentes da energia total:

Eestiramento — Z kb (T‘ _ ro)z Etorcional — 2 A(l + COSTT — ¢)
ligacoes torgdes
Ebending — ko(6 — 6 2 int _ l] qiqj
= ol 0) E + +
angulos Tij

Apesar de ser aplicado a estados eletrénicos fundamentais, a utilizacdo da
MM é variada, podendo simular pequenas moléculas e compostos
biomacromoléculares (proteinas, peptideos e oligopeptideos) sendo eficiente para
descrever esses sistemas e suas propriedades cinéticas e termoquimicas (OLIVEIRA,
2018; OLANDA, 2016).

4.5. CALCULOS AB-INITIO E METODOS SEMI-EMPIRICOS

Grandes avancos na estrutura atbmica se déo pela compreensdo da
Mecéanica Quantica (QM). Calculos Ab-initio (do latim: primeiros principios)
fundamentam-se na utilizacdo de constantes fisicas para solucionar a equacao de
Schrédinger, a fim de obter uma maior exatiddo no resultado. O método obedece o
principio variacional, em que a energia obtida através de uma funcéo de onda aplicada
na tentativa sempre sera maior ou igual a funcéo de onda real (ALCACE, 2007). Assim
a funcdo de onda (w) é responsavel por carregar os dados necessarios para 0s
calculos matematicos, para descobrir a energia de um sistema de interesse, pode-se
utilizar a equacédo de Schrodinger, nao relativistica e independentemente do tempo (t)
dada na equacéo [2] (MORGON, 2001):

A

E¥ =AY [2]
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Pela equacdo, a energia total do sistema (E) € descrita por um operador
Hamiltoniano (H), responsavel por realizar os célculos necessarios na fungdo de onda,
a desenvolvendo sem alteracdes e apresentando a energia do sistema de interesse.
Em sua utilizacdo, H deve esta descrito com todos os parametros que podem

influenciar na energia do sistema. O H é representado como [3] (ALCACER, 2007)

1

N N 12 M 2 N Z N-1vN 1 M-1 Z1Z)
H= - i=l§V1 T al=loy, Vl - i=LZl=l_, + Zi:l Z}=i+lT + Zl=l Z]=I+l
1 Til Tij

Ly

[3]

Os primeiros termos da equacgéo sédo os descritores da energia cinética dos
elétrons presentes no sistema calculado, enquanto o segundo termo séo as interacdes

realizadas. Com base em interacdes eletrostaticas, € definido como [4]:

[4]

= (energia cinética) ( energia eletréstatica de >
B dos elétrons qualquer elétron com o nucleo

Para calcular esses descritores, faz-se necessério utilizar aproximacdes para
gue convergem ao valor real. Aproximacédo de Born-Oppenheimer foi utilizada por um
periodo de tempo, entretanto, por ndo considerar no calculo do descritor H a repulséo
elétron-elétron, assume somente a existéncia de intera¢cées com o ntcleo (ALCACE,
2007). Utilizando aproximacdes da interacdo sem soluciona-la, o método Hartree-Fock
foi desenvolvido considerando a funcdo de onda global um produto de funcdes

monoeletrénicas definidas como [5]:
W(nrrs..n) = Y()¥(r)¥(s) .. W(n)  [E]

O que néo considera a repulséo elétron-elétron, assumindo que cada um esta
em seu orbital sem a interagdo com nenhum outro, conhecido como aproximagao-
orbital ou spin-orbital (ALCACER, 2007). A falha nessa consideracdo é que essa
aproximacao nao leva em consideracéo o Principio da excluséo de Pauli (ALCACER,
2007), onde os elétrons séo representados por fungdes assimétricas quanto a troca
de coordenadas.

Para solucionar esse problema outras formulagcbes mateméticas foram
desenvolvidas, sendo conhecidas como métodos pés-Hatree-Fock (ALCACER, 2007).
O método do campo Autoconsistente (SCF) (ALCACER, 2007) aplica inicialmente
uma W qualquer que sera trabalhada nos calculos, obtendo fun¢cdes melhoradas,

repetindo esse ciclo até ser finalizado com a energia do sistema. Ele ainda é
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empregado em software de Quimica computacional, um exemplo o ORCA (NEESE,
2018). Nesta aproximacdo é considerado todo método como matrizes, resumindo
temos a equacdao [6] que descreve as matrizes de coeficiente (c), matriz energética
(¢), matriz Fock (F) e a matriz de sobreposicéo (S) (ALCACER, 2007).

Fc =Sce [6]

Para atomos pequenos, como o Hidrogénio (H) e o Hélio (He), podemos
encontrar resultados validos, mas ao aplicarmos calculos Ab-initio a sistemas de
polieletrénicos, moléculas organicas, polimeros ou proteinas os resultados sdo mais
complexos e sem solucado concreta (OLIVEIRA, 2018), requerendo dos computadores

uma alta taxa de processamento, o que néo é favoravel (PESSOA et al, 2018).

A fim de solucionar algumas integrais e diminuir o tempo e processamento
computacional, os métodos Semi-empiricos foram desenvolvidos utilizando valores
experimentais mesclados junto a teoria (GARCIA, 2014). O método € parametrizado,
pois utiliza o campo Autoconsistente sem solucionar a matriz de Fock, tornando-se
necessario ajustes para ocorrer uma concordancia com os valores experimentais e
assim solucionar a equacao de Schrodinger através de uma série de aproximacdes
(PESSOA et al, 2018).

Em poucas palavras, as aproximacdes Semi-empiricas podem ser aplicadas
a sistemas polieletrénicos, desde centenas até dezenas de milhares de atomos, sendo
fundamentais no estudo de otimizacdo de proteinas descrevendo de forma
semelhante propriedades obtidas por métodos Ab-initio com um menor esforgo
computacional (LEAL et al, 2010). Entretanto, a exatiddo de uma técnica é
inversamente proporcional a quantidade de elétrons presentes, sendo necessario o

desenvolvimento de calculos que trabalhem com grandes estruturas e sejam precisos.

4.6. TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE (DFT)

Dentre os métodos quanticos, a Teoria do Funcional da Densidade (do inglés:
Density Functional Theory) vem ganhando grande destaque nas pesquisas de
Modelagem Molecular (PESSOA et al, 2018), o método consiste em utilizar a

densidade eletrbnica (p) ao invés da fungdo de onda (W) como funcional para
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descrever a energia de um conjunto de elétrons, referindo-se a densidade como um

conjunto de func¢@es lineares semelhantes as de Hatree-Fock (GARCIA 2014).

A densidade € comumente definida como a probabilidade de se encontrar um
elétron no espaco, assim ela se torna funcdo do quadrado do moédulo da funcéo de
onda como mostra a equacdo 7 (PAULINO, 2018). Assim ela sera a mesma
independente do sistema estudado, sendo uma funcao das coordenadas espaciais X,
Y e Z (PAULINO, 2018).

p(E) = |[¥(E)I* [7]

O problema de varios elétrons é resolvido como o somatorio aplicado apenas
um elétron por utilizacdo de funcionais, reduzindo calculos e otimizando o custo
computacional, sendo relativamente baixo se comparado ao método Ab-initio
convencional e Semi-empiricos onde a complexidade aumente conforme o nimero de
elétrons do sistema. (PAULINO, 2018; ORTOLAN, 2014).

Os funcionais utilizados pelo método DFT séo ferramentas importantes para
obter propriedades moleculares. Existem duas classes de funcionais, podendo
basear-se por Ab-initio com desenvolvimento de equac¢des fundamentais da Mecanica
Quantica ou utilizar-se de parametrizacdes de fungdes com a representacdo de dados

empiricos semelhantes ao método Semi-empirico (GARCIA, 2014).

Um dos funcionais mais utilizados no ambito de pesquisas € o B3LYP, sendo
este hibrido e composto de um funcional de troca de Beker (B) e trés funcionais
paramétricos de correlacdo de Lee-Yang-Parr (3LYP) suficiente para representar uma
gama de aplicacbes em moléculas organicas como geometria molecular, reatividade,
estados de transi¢do eletrbnica, frequéncias entre outras (PESSOA et al, 2018;
GARCIA, 2014).

Assim, utilizar o método DFT e o funcional hibrido B3LYP na otimizacdo
geométrica de ligantes pode ser uma alternativa viavel no estudo de compostos
bioativos, pois € um modelo que demonstra bom desempenho entre os modelos
tedricos, podendo ser pratico e simples de processar em computadores, obtendo uma
conformagc&o de energia minima proxima a um valor real (PESSOA et al, 2018; FARIA,
2018).
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4.7. DOCKING MOLECULAR

Métodos de Docking (da traducdo em inglés: ancoramento) sdo utilizado nas
areas da Quimioinformatica e Bioinformatica como ferramenta metodologica
estrutural, capaz de prever possiveis interacées de um ligante com um determinado
receptor, seja ela macromolécula, proteina, receptores de membrana ou enzimas

fazendo exaustivas tentativas a fim de encaixar no alvo (VERLI, 2014; ALVES, 2018).

Seguindo o modelo de “chave-fechadura” proposto por Emil Fischer em 1894
(VERLI, 2014), o ligante (chave) ao encaixar na proteina receptora (fechadura)
buscando sempre a conformacao de baixa energia e alta afinidade (FERREIRA, 2013)
numa cavidade (buraco da fechadura) formando um complexo importante no
planejamento de farmacos (QEVEENDO, 2016). Existem modelos pré-determinados
de conformacdes que o complexo receptor-ligante pode apresentar, definidos como
modelos rigido, semirrigido e flexivel (DIAS, AZEVEDO JR, 2008).

O modelo rigido € mais completo em comparacdo com os outros modelos,
pois tanto o ligante quanto o receptor ndo sofrem alterac6es no espaco de busca e o
local da cavidade é estabelecido por uma grade (da traducéo inglés: Grid) limitada
(OLIVEIRA, 2016). O modelo semirrigido é comumente utilizado no Docking
molecular, nele o ligante é flexivel e sofre diversas modificacdes na estrutura (tor¢des,
estiramentos) enquanto o receptor permanece imutavel (QUEVEEDO, 2016). No
modelo flexivel de Docking, ambos ligante e receptor apresentam mudancas na
conformacdo com a finalidade de um ajuste de energia minima entre ambos (VERLI,
2014).

Dentre os softwares mais comuns para célculos de Docking molecular, grande
parte apresenta funcdes que facilitam o trabalho. Existem varias funcdes disponiveis
para qualquer tipo de ancoramento sendo as mais abordadas: fun¢des de pontuagéao
e os Algoritmos Genéticos (DIAS, AZEVEDO JR, 2008).

As fungdes de pontuacdo (da traducgdo inglés: Score) avaliam a qualidade e
orientacdo do algoritmo de ancoragem e 0s Unicos fatores de interferéncia no

processo de formacdo sdo as energias de interacdo presente nas moléculas, as
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energias de solvatacdo e dessolvatagéo e os fatores entropicos nas ligacdes quimicas
(MUNIZ, 2018). Para minimizar esses efeitos, as fungdes de pontuagéo baseiam-se

em valores empiricos dados por campos de forcas (OLIVEIRA, 2018).

Nas funcdes de pontuacdo empiricas a energia de ligacdo se decompde em
diversos componentes de energia onde cada um é multiplicado por um coeficiente e
depois resumido para dar a pontuacdo final e o coeficiente é obtido a partir de
regressdo. Baseadas no conhecimento utilizam estruturas cristalograficas
complexadas de receptor-ligante para determinar a frequéncia de contato interatbmico
sendo quanto mais favoravel for uma interagdo, maior serd sua frequéncia de
ocorréncia. A pontuacdo € calculada favorecendo contatos preferenciais e
penalizando interacdes repulsivas entre cada atomo no receptor junto ao ligante
(MUNIZ, 2018).

Os Genetics Algorithm s&o derivados da biologia evolutiva, sendo parte de
algoritmos evolutivos utilizados para solucionar problemas na otimizagdo e busca
(OLANDA, 2016). Os Genetics Algorithm aplicados no Docking levam em
consideracdo o0 gendtipo analogo ao ligante, sendo o fenétipo as coordenadas
atdmicas no receptor, onde pares aleatdrios de individuos sédo cruzados e enfrentam
mutacdes. Este tipo de operacdo genética faz com que os individuos evoluam e as
solugcdes mais aptas reproduzem enquanto as inadequadas desaparecem (OLANDA,
2016; MORRIS et al, 1998).

O software utilizado na pesquisa foi o Autodock Vina (TROTT & OLSON,
2010) que utilizam o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), este consiste em um
funcional hibrido que melhora o desempenho do Algoritmo Genético na busca no
espaco torcional, resolvendo os graus de liberdade e minimizando a energia dos
ligantes (MORRIS et al, 1998).

Resumindo, para a aplicacao da técnica devemos conhecer as estruturas dos
compostos candidatos a simulacéo, definir o modelo utilizado e conhecer a funcao
base do célculo, com isso a aplicacdo de um ligante otimizado pelo método DFT junto
a um Docking utilizando o Algoritmo Genético Lamarckiano podem gerar na simulacao

resultados mais aproximados com o valor real, sendo o complexo proteina-ligante
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ainda mais estavel minimizando possiveis erros de falsos-positivos no decorrer das
pesquisas (SOUZA, 2015).

4.8. FLAVONOIDE PECTOLINARINA E SUA OBTENCAO

A Lantana camara, € uma planta da espécie verbenaceae (FONSECA et al,
2019) que é facilmente encontrada em territorio brasileiro, indo desde o Norte ao Sul
do pais podendo ser encontrada também em outras &reas de clima tropical ou
subtropical (D’OLIVEIRA et al, 2018). Entre suas caracteristicas botanicas (figura 3)
destaca ser um arbusto perene na forma de moitas, com caule ramificado e
entrelacado, muitas vezes coberto de pequenos espinhos, podendo chegar até 2
metros de altura. E uma planta popularmente conhecida como camara-de-cheiro,
chumbinho, camara-da-folha-grande, cambara, camara-de-chumbo etc (MENDES,
2018). Aléem do Brasil, ela pode ser encontrada em outros paises como Argentina,
Coldmbia, Estados Unidos, Africa Do Sul, india e Australia (D’OLIVEIRA et al, 2018).

Figura 3 - Representagéo da planta Lantana camara.

Fonte: MENDES (2018).

Da planta, nas partes de seu caule e folhas pode ser extraida o flavonoide

pectolinarina, representada na figura abaixo:
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Figura 4 - Estrutura quimica da pectolinarina.

CooH3405
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(calc m/z 622.1898) Ol ©

Fonte: FONSECA et al (2019).

Apesar da Lantana camara ser conhecida como uma planta toxica devido
acdo de seus triterpenos lantano A e lantano B, que causa fotossensibilidade,
diminuicdo dos movimentos do riumen, anorexia, inquietacdo e lesbes no figado
qguando sao ingerida as folhas, caule e frutos por bovinos, caprinos entre outros
animais (D’OLIVEIRA et al, 2018), ela é conhecida na medicina popular por conter
caracteristicas antissépticas, antipasmaddicas além de agir contra sintomas de
resfriados, gripe, diarreia, hemorragia além de atuar contra a replicacao as larvas do
mosquito Aedes aegypti (ZENIMORI e PASIN, 2006).

Com base neste fator, o estudo teodrico foi realizado a fim de saber se a
pectolinarina pode ter caracteristicas inibitérias da replicacdo do virus da Dengue,
como descrito na medicina popular, a fim de utiliza-la futuramente como alternativa

farmacoterapéutica.
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5. MATERIAIS E METODOLOGIA

5.1. MATERIAIS

Para o desenvolvimento das atividades foi utilizado um computador pertencente
ao Laboratorio de Quimica Organica do Instituto de Ciéncias Exatas e da Natureza
(ICEN) da Universidade da Integracédo da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB) para os
experimentos computacionais com processador Intel® Core i5-3470 de velocidade 3,2
GHz e 4,0 GB de memoéria RAM.

Foram instalados os softwares de licencga gratuita Autodock Tools (MORRIS et
al, 2009), Autodock Vina (TROTT & OLSON, 2010), Avogadro (RAYAN; RAYAN,
2017), Discovery Studio (BIOVIA, 2020), OpenBabel GUI (O'BOYLE, 2011) e ORCA
(NEESE, 2018). Com os softwares instalados foram manuseadas pequenas

moléculas, estruturas desenhadas ou obtidas nos repositérios on-line.

5.2. METODOLOGIA

A metodologia do trabalho é baseada numa pesquisa experimental conforme
Félix e col. (2018) com intuito de demonstrar a interacdo entre a pectolinarina e o
receptor NS1. Conforme as etapas subsequentes, 0s testes seguiram o raciocinio
organizado no organograma 1 adaptado com base nos trabalhos de Ruba, Arooj, Naz
(2014); Bezerra, Marinho, Marinho (2017); Silva et al (2017); Fonseca et al (2020) e
Guido, Antricupolo, Oliva (2010).
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Organograma 1 - Etapas do estudo.
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Fonte: Proprio Autor, 2020.

5.2.1. Obtencéo das estruturas nos repositorios online

A proteina protease ndo-estrutural NS1 do virus da Dengue tipo 1 (DENV-1) foi
buscada no repositério internacional da Protein Data Bank (ROSE et al, 2016).
Realizou-se uma busca da estrutura do flavonoide pectolinarina no repositorio
PubChem (KIM et al, 2019). Logo apds, as estruturas foram submetidas a uma

preparacao para utilizar no Docking molecular de receptor-ligante.

5.2.2. Preparacédo do Ligante

A pectolinarina obtida foi submetida a uma otimizacdo geométrica utilizando o
meétodo DFT no pacote de quimica computacional ORCA (NEESE, 2018) com o intuito
de utiliza-la geometricamente a fim de obter a estrutura molecular mais estavel,
podendo ser utilizado como ligante flexivel no Docking. A geometria mais estavel foi
convertida para o formato PDBQT utilizando o software OpenBabel GUI (O'BOYLE,
2011).
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5.2.3. Preparacéo do Receptor

Por meio do software Discovery Studio (BIOVIA,2020) foi removido os ligantes
complexados na forma co-cristalizada Como a estrutura apresenta 4 cadeias (A, B, C
e E) foi utilizado apenas o monémero A, submetida a checagem de cargas, reparo de
atomos, adicdo de hidrogénios polares utilizando o Autodock Tools (MORRIS et al,
2009). No software Molegro Virtual Docking (MVD) (PUSPANINGTYAS, 2015) é
possivel € possivel obter cavidades na proteina, dadas em coordenadas X, Y e Z da
401G executada na construcdo da grade pelo Autodock Tools onde o ligante ira se

encaixar. Apds o preparo a proteina foi convertida no formato PDBQT.

5.2.4. Realizacdo do Docking molecular

O Docking molecular utilizado sera semirrigido, com receptor rigido e o
flavonoide como ligante flexivel. O célculo da interacdo foi realizado no pacote
Autodock Vina (TROTT & OLSON, 2010) através do Algoritmo Genético Lamarckiano.
A ligacdo mais favoravel com base no receptor, deve estar entre os valores de energia
menores que -6,0 Kcal/mol e RMSD U.B e L.B menores ou iguais a 2, calculados na
regido da cavidade da NS1 (FONSECA et al, 2020).

5.2.5. Visualizacéo dos resultados

Utilizando o software Discovery Studio (BIOVIA, 2020) ocorrera a anélise das
interacdes Bidimensionais do complexo proteina-ligante obtido, levando em conta as
distancias obtidas em angstrons e as ligacdes do ligante com 0s aminoacidos

atracados.

5.2.6. ADME

Visando a previsdo de Excrecdo de Metabolismo, Distribuicdo e Absorcao
(ADME), com o intuito de prever a propriedade ADME em ligantes com base em sua
estrutura, como grupos funcionais e propriedades moleculares, ou seja, Peso

Molecular (M W), numero de Doadores de Ligacao de Hidrogénio (HBD), nUmero de
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Aceitadores de Ligacdo de Hidrogénio (HBA), Acessibilidade de Solventes Polares
(PSA), Coeficiente de Particio Octano/Agua (LogP) foi realizado um teste in silico

utilizando a ferramenta SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php).

Onde o ideal sera observar se a pectolinarina compostos violam ou ndo o teste
ADME, uma vez que compostos podem possuir baixa capacidade de atravessar as
membranas bioldgicas. Portanto, caso apresente ou se aproxime de escores de
semelhanca de ADME e Drug tem chances de ser selecionado para novos testes de

avaliacao de risco de toxicidade.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. OBTENCAO DA NS1 NO REPOSITORIO ONLINE

A proteina de N&o-Estrutural 1 do virus da Dengue na figura 5, esta
depositada no repositorio online Protein Data Bank (www.rcsb.org) pelo cédigo 401G,
obtida através do método experimental de difracao de raio-X com a resolucéo de 2,69
A, R-Value Free: 0,268 e R-Value Work: 0,220 (EDELING, DIAMOND, FREMONT,
2014).

Figura 5 - Estrutura da proteina NS1 do virus da Dengue tipo-1 (40IG).

Fonte: Protein Data Bank (EDELING, DIAMOND, FREMONT, 2014).

Ainda na figura 5 nota-se alguns grupos sulfatos complexados no formato de
gravetos além de pequenos pontos de coloracdo vermelha que representam as
moléculas de agua presentes no meio. Para a aplicacao de alguns testes in silico com
otimizacao da proteina e Docking a remocao dessas classes é de fundamental, pois
facilita a interacdo com novos ligantes candidatos a inibidores, minimizando o tempo
e 0 custo computacional realizados pelos softwares de modelagem, resultando em
dados mais confiaveis. (CANTO, 2011).
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6.2. DESCRICAO DA PECTOLINARINA

A pectolinarina representada na figura 6 € um dos flavonoides extraidos das
plantas da familia verbenaceae como a Lantana camara (FONSECA et al, 2019) com
formula molecular C29H34015. Sua estrutura foi obtida no repositorio online da
Pubchem através do codigo CID 168849 (NATIONAL, 2020).

Figura 6 - Flavonoide pectolinarina obtida no Pubchem.

0%

I
(o]

o, 0 r
H ) . e,
- ~ w

0

Fonte: Pubchem (2020).

A molécula recebe o nome de 5-hidroxi-6-metoxi-2-(4-metoxifenil) -7- [(2S, 3R,
4S, 5S, 6R) -3,4,5-tri-hidroxi-6 - [[(2R, 3R, 4R, 5R, 6S) -3,4,5-tri-hidroxi-6-metiloxan-2-
il] oximetil] oxan-2-il] oxicromen-4-ona pela Unido Internacional De Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC). Analisando a imagem acima, pode-se notar a presenca do grupo
flavonoide, composto de um anel aromatico benzénico e um grupo crome-4-um, dois
anéis tetrahidropirano como também varios grupos alcoois (hidroxila) que favorecem

o surgimento de possiveis interagdes de hidrogénio.
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6.3. PREPARO DO LIGANTE

Para a otimizagdo do ligante foi utilizado o software de célculos quénticos
ORCA na versao 4.0 (NEESE, 2018), com ele foi possivel aplicar o DFT que usa a
densidade molecular para obter dados precisos de geometria. Ao utilizar funcdes para
calcular orbitais tipo Gaussianas (GTO) o programa oferece resultados mais
detalhados que orbitais tipo Slater (STO) convertendo melhor as equacdes e tornando

eficiente o campo autoconsistente (SCF) para que o computador consiga interpretar.

Na otimizacao da pectolinarina foi empregado uma combinacéo de 6 funcdes
gaussianas para os elétrons mais internos e uma base doble zeta (PESSOA et al,
2018) de fungbes para a camada de valéncia, sendo 3 combinacdes lineares de
funcdes gaussianas e 1 pura (6-31G) junto ao funcional hibrido B3LYP, obtendo as
coordenadas cartesianas da otimizacdo com energia minima. As configuracdes gerais

utilizadas se encontram na tabela 1.

Tabela 1 - Configuragdes de otimizagéo do ligante.

Configuragcdes do SCF

Hamiltoniano:

Funcional da Densidade (Método) DFT (GTOs)
Funcional do Exchange (Exchange) B88
Parametro X-Alpha (XAlpha) 0.666667
Parédmetro b de Becke (XBeta) 0.004200
Funcional de Correlacéo LYP
LDA parte do GGA corr. LDA Opt VWN-5
Opcéao de gradientes PostSCFGGA Off

Hybrid DFT esté ligado:
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Fracdo HF Exchange ScalHFX 0.200000
Dimensionamento de DF-GGA-X ScalDFX 0.720000
Dimensionamento de DF-GGA-C ScalDFC 0.810000
Dimensionamento de DF-LDA-C ScalLDAC 1.000.000
Correcao perturbativa 0.000000
Parémetro de curto alcance NL 4.800000

Configuragdes Gerais:

Arquivo Pectolinarina
Hartree-Fock RHF
Carga total 0
Multiplicidade 1
Numero de elétrons 328
Dimenséo Basica 464
Repulsdo Nuclear 5851.6250167947 Eh

Fonte: Proprio Autor, 2020.

Ao final do calculo foi gerado um arquivo de saida no formato output com as
energias trabalhadas de acordo com os ciclos de otimizacdo, sendo possivel plotar o

grafico de estabilidade descrito abaixo:



-2 251.886]
-2 251.888 ]
-2 251.89]
-2 251.892]
-2 251.804]
-2 251.896 ]
-2 251.898
-2251.9]
-2 251.902]
-2 251.904]
2 251.9061
-2 251.908]
-2 251.91]

Energy, AU

-2 251.912]
-2 251.914—5
-2 251.916-5
-2 251.918-5

-2 251.92—f
-2 251.922—5
-2 251.924—f
-2 251.926-5
-2 251.928-5

-2 251.93—f
-2 251.932—5
-2 251.934—f

-2 251.9361

Grafico 1: Geometria molecular otimizada do ligante.

37

10

11

12

13

14

15

16

17

Y

-2251.88654832000

-2251.91046686000
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-2251.93396866000

-2251.93410145000

-2251.93419167000

4 6 8 10
Step N

Fonte: Préprio autor, 2020.

Dentre os resultados, foi possivel encontrar um ponto onde houve uma certa

linearidade na estrutura. Se for comparada a molécula encontrada no repositério

Pubchem com a encontrada apds a otimizagcdo, nota-se que houve tor¢cdes mais

caracteristicas nos angulos dos anéis tetrahidropirano, mudando geometricamente de

posi¢do no plano espacial. A figura 7 demonstra essa diferenga ap0s a otimizagao via

método DFT, a estrutura verde € a obtida no repositorio Pubchem e a ciano € a

otimizacao geométrica.
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Figura 7 - Comparativo da pectolinarina obtida na Pubchem com a otimizada via DFT.

Fonte: Visualizagcdo no Autodock Tools (MORRIS et al, 2009).

O uso do método quantico proporcionou mudancas nos angulos das ligacdes
quimicas dos anéis tetrahidropirano com base nos anéis aromaticos do grupo
flavonoide, onde a molécula obtida do Puchem esta a frente do plano do visualizador
e a otimizacdo DFT esta atras do plano do visualizador. Com a otimizacdo pode-se
adquirir um ligante com energia minima (PESSOA et al, 2018), podendo este ser
utilizado frente a proteina NS1. Pelo Autodock Tools (MORRIS et al, 2009), o ligante
foi convertido em um arquivo de formato PDBQT para ser utilizado posteriormente no

ancoramento.

6.4. PREPARO DA PROTEINA NS1

Na figura 8 € possivel ver a cadeia A da NS1 apds o preparo no Autodock
Tools (MORRIS et al, 2009) com a adi¢cao os Hidrogénios polares e checagem de
residuos aminoacidos e a carga. A estrutura esta pronta para a utilizacdo no Docking
molecular pois ndo existem mais residuos soltos na proteina que poderiam influenciar

nos resultados na execucédo do ancoramento
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Figura 8 - Proteina NS1 preparada para 0 ancoramento.

Fonte: Visualizacdo pelo USCF Chimera (PETTERSEN et al, 2004).

6.5. SELECAO DA CAVIDADE

Nas proteinas existem Bolsos e Cavidades que sdo espacos vazios
acessiveis a solventes. Essas regides topogréaficas sao relevantes nas pesquisas de
Docking pois a partir deste dado pode-se obter o local de possivel interacdo, capaz
de encaixar um ligante de tamanho semelhante ou maior que busca, formando um
complexo proteina-ligante de conformacdo estavel. Utilizando o Molegro Virtual
Docker (PUSPANINGTYAS, 2015) conhecido também como MVD, foi possivel
encontrar um local atrativo na proteina com coordenadas cartesianas descritas em X=
126,703600, Y=-31,960100 e Z= 20,526600.

6.6. DOCKING MOLECULAR

No presente trabalho foi aplicado um Docking molecular semi-flexivel
(CRAVO, 2012). Como a estrutura original s6 apresenta complexado 0s grupos
sulfatos e ndo um ligante especifico ficou dificil para comparacdo da regido de
encaixe. O Docking trabalha na predicdo da afinidade do ligante presente em um
determinada cavidade encontrada no receptor de interesse, para a validagcao do
ancoramento foram levados em consideragéo energias menores que - 6,0 Kcal/mol e

desvios de RMSD menores ou iguais a 2 angstrons (A) descritos na tabela abaixo.
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Tabela 2 - Bases de validacdo do Autodock Vina.

Energia de afinidade < - 6,0 Kcal/mol

RMSD U.B <20A

RMSD L.B <20A

Fonte: FONSECA et al, 2020.

A grade de encaixe para o ligante construida no receptor por meio do software
Autodock Tools (MORRIS et al, 2009), criada levando em consideracdo as
coordenadas oferecidas pelo MVD na sele¢cdo da cavidade, salvando no arquivo

PDBQT do receptor com tamanho de 50, representado na figura 9.

Figura 9 - Selecao da grade utilizada no Docking.

74 Grid Options @

File Center View Help
Current Total Grid Pts per map: 132651
number of points in x-dimension:

Wi |
number of points in y-dimension:

L1110 ][}
number of points in z-dimension:

M5S0 [}
Spacing (angstrom): M1 0-5007T7TH |
Center Grid Box: <offset>

x center: [126.703¢ ||I| [ 0.000 |]]I
y center:  |-31.9601 ||]I| [ 0.000 ”]]]l
z center:  [20.5266( ||]I| [ 0.000 ”]]]I

Fonte: Visualizagdo no Autodock tools (2020).

Apbs a construcao da grande foi gerado um arquivo input com os argumentos
para serem calculados no software Autodock Vina (TROTT & OLSON, 2010) salvo
como nome “conf” no formato TXT, em seguida foi adicionado na pasta do computador
um arquivo em branco no formato TXT com o nome “log” que recebera os dados. A

tabela 3 demonstra o argumento utilizado.
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Tabela 3 - Argumento “conf” utilizado.

center_x 126.703600

center_y -31.960100

center_z 20.526600
size X 50
size_y 50
size_z 50
exhaustiveness 8

Fonte: Autodock Tools (MORRIS et al, 2009).

6.7. RESULTADOS DO DOCKING MOLECULAR

O pacote Autodock Vina (TROTT & OLSON, 2010) fez o ligante percorrer todo
espaco tridimensional da grade a fim de encontrar posices favoraveis com base no
Algoritmo Genético Lamarckiano (MORRIS et al, 1998). Ao final do célculo foi possivel

obter uma sequéncia de valores para essas poses descritas na tabela abaixo.

Tabela 4 - Afinidade e RMSD obtidos no Docking.

Poses do Ligante pectolinarina Energia de afinidade (Kcal/mol) RMSDL.B RMSD U.B

1 -7,6 0,000 0,000
2 -75 7.092 12.181
3 -74 2.275 4.078
4 -7,3 8.920 13.935
5 -7,3 1.779 11.300
6 -7,2 1.627 2.761

7 -7,2 1.817 11.558
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8 -7,0 1.432 2.125

9 -7,0 1.884 2.776

Fonte: Autodock Vina (TROTT & OLSON, 2010).

O primeiro resultado é o referente a prépria estrutura inicial, por essa razao
os valores de RMSD néo séo alterados. Os proximos valores sdo comparados com o
primeiro, assim a mudanca no RMSD leva em consideracédo a conformacao do ligante
com base na afinidade e natureza geométrica da cavidade selecionada, por essa

razao os valores de energias se alteram.

Desvios muitos pequenos apresentam poucas alteracbes na estrutura do
ligante, por essa raz&o o mais adequado é que fiquem abaixo de 2,0 A para ter uma
geometria quase idéntica a inicial. Desvios muito grandes mostram que o esqueleto
sofreu vérias alteracbes a fim de se encaixar no espaco selecionado que

consequentemente tera energias mais altas que o valor estabelecido na tabela 3.

6.8. VISUALIZACAO DO COMPLEXO RECEPTOR-LIGANTE

Existem varios tipos de visualizadores com diferentes func¢des e graficos. O
USCF Chimera (PETTERSEN et al, 2004) e o proprio pacote Autodock Tools
(MORRIS et al, 2009) podem ser aplicados na analise dos resultados. Para os
observar a interacao foi empregado o Discovery Studio (BIOVIA, 2020) dado a escolha
devido a facilidade de manuseio do software e seus gréficos otimizados que facilitam

a compreensao.

De acordo com os dados € possivel notar que a pose 8 conseguiu interagir
com cavidades da NS1 de maneira atrativa com energia de afinidade igual a - 7.0
Kcal/mol e menores desvios no RMSD com 1.432 L.B e 2.125 em U.B. O resultado foi
interessante tendo em vista que todos os argumentos foram construidos com base
nas coordenadas que possivelmente encaixaria a pectolinarina de acordo com a
cavidade, esses valores podem mostrar uma nova regiao acessivel a ligantes. A figura

10 demonstra a superficie do receptor e o ligante complexado.
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Figura 10 - Regido de encaixe do ligante no receptor.

Fonte: BIOVIA (2020).

Uma das vantagens do software é disponibilizar o modelo de visualizacdo em
bidimensional (2D), util na andlise dos aminoacidos demonstrando os tipos de
interacBes e as distancias em angstrons (A) no qual o ligante atracou representado na

figura 11.

Figura 11 - Proteinas ancoras e ligacdes formadas.

Interactions

D van der Waals
. - Conventional Hydrogen Bond

- Pi-Anion

- Pi-Sigma

Fonte: Discovery Studio (BIOVIA, 2020).
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Pela estrutura podemos verificar que os aminoacidos ARG A: 322, CYS A:
329, THR A: 301, GLU A: 274, LYS A: 324, GLU A: 326, CYS A: 325, PHE A: 217,
THR A: 283, CYS A: 380 e SER A: 216 ligaram-se atraves de interacdes de Van der
Waals com o ligante. Os aminoacidos THR A: 307 interagiu com H40a numa distancia
de 4,09 A; a GLU A: 281 com H41a em 4,93 A; THR A: 300 com 041 em distancia de
4,03 A por altimo LEU A: 273 com 043 em distancia de 5,52 A todas através de ligacio

Hidrogénio-Carbono.

O aminoacido GLU A: 326 interagiu com os aromaticos do grupo flavonoide
através de duas ligaces Pi-Anion de distancias 4,39 A no cromen-4-um e 4,80 A no
anel benzénico. O aminoacido LYS A: 272 interagiu através de uma ligacéo Pi-Sigma
também com o anel benzénico com distancia de 4.66 A, mostrando fortes interacées

do ligante com o receptor.

6.9. PROPRIEDADES ADME DA PECTOLINARINA

A regra de Lipinski (LIMA, 2007) estabelece parametros que uma molécula
bioativa deve cumprir para ser um bom farmaco, no caso da pectolinarina utilizada no
trabalho, um candidato a inibidor. A regra é bem difundida na Quimica Medicinal e
permite a violacdo de apenas um parametro (PICCIRILLO, AMARAL, 2018):

A plataforma disponibilizada pelo instituto Suico de bioinformatica (Swiss)
oferece varias ferramentas para o processo de planejamento de farmacos. O
SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) (DAINA, MICHIELIN, ZOETE,
2017) fornece dados fisico-quimicos relevantes sobre a Absor¢do, Distribuicao,
Metabolismo e Excrecao de moléculas com potenciais farmacolégicos. A pectolinarina
foi submetida a andlise a fim de obter esses dados. Os resultados se encontram na

tabela 5 retirada da plataforma online.
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Tabela 5 - Dados ADME da Pectolinarina.

Physicochemical Properties

mol. wt. ESOL
g/mol ROTB (n) HBA (n) HBD (n) LogS
622,61 8 14 6 -2,67 (MS)
Ref. <500 <10 <10 <5
Lipophilicity Drug-likeness
CLogP Bioavailability - .
TPSA (A) (ow) Score Lipinski
203,06 -0,8 0.11 No (3)
Ref. <140 <5 Ref. 0.55
Pharmacokinetics
GIA P-gp CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
Low Yes No No No No No

Fonte: SwissADME (DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017).

A estrutura da pectolinarina ndo conseguiu cumprir todos os parametros
descritos na regra de Lipinski (LIMA, 2014). Na andlise de dados fisico-quimicos a
massa molecular é superior ao valor de referéncia, com 622,61 g/mol. A quantidade
de 6 ligacdes doadores de Hidrogénio (HBD) ficou um pouco acima do estabelecido
na regra, ja ligacées receptoras Hidrogénio (HBA) excederam, com respectivo valor
14.

A é&rea de superficie topolégica da molécula excedeu o limite estabelecido,
com o valor de 203 A2. Dentre as quebras, o Unico valor que correspondeu a regra foi
o valor da Lipofilicidade que demonstrou LogP igual a -0,80. Os dados de
farmacocinética mostraram também que a pectolinarina tem pouca absorcao no trato
gastrointestinal, o que significa que precisara de uma adaptacdo estrutural ou
encapsulamento para que possa ser adminisstrada (PICCIRILLO, AMARAL, 2018).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos dados apresentados no trabalho € possivel concluir que os
objetivos foram alcancados. A utilizacao de testes in silico no estudo de compostos é
importante nas pesquisas de Quimica Medicinal. A aplicacdo aos calculos quéanticos
como DFT pdde dar uma estrutura mais proxima da configuracao real, mostrando ser
uma alternativa viavel e de baixo custo computacional. Entretanto, € fundamental o
conhecimento do software, dos conjuntos de base e os funcionais trabalhados, pois a
montagem do input para calculo necessita do pesquisador conhecer as limitacdes da

técnica para assim minimizar os erros de falsos-positivos.

Nas analises de Docking molecular, a melhor pose do ligante pectolinarina
dentre 9 geradas no ensaio foi a 8, que obteve energia de afinidade correspondente a
- 7,0 Kcal/mol e os menores desvios no RMSD mostrados, sendo 1.432 L.B e 2.125
em U.B encaixando-se na cavidade da NS1, principalmente nos aminoacidos: GLU A:
326, LYS A: 272, GLU A: 281, THR A: 307, LEU A: 273, THR A: 300 com distancias

gue mostraram interacao forte na area selecionada.

Assim, a estrutura do ligante sofreu algumas alteracbes rotacionando
principalmente nos anéis tetrahidropirano e em suas ligacfes préximas na estrutura,
mas se encaixando na cavidade descrita pelo argumento trabalhado no Autodock
Vina. Por ndo ter um ligante especifico complexado na estrutura da 40IG obtida no
repositério Protein Data Bank ficou dificil comparar os dados através da metodologia

de re-Docking.

Os dados de Absorcao, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecédo obtidos no site
SwissADME mostraram que a molécula pectolinarina apresentou rompimento de 3
das 5 regras de Lipinski, excedendo principalmente na Massa Molecular (g/mol), area
de superficie topoldgica (TPSA) e doadores de hidrogénio (HBD). A partir desses
dados foi possivel constatar que mesmo apresentando boa energia de afinidade e
valores de RMSD aceitaveis, precisara de adaptacdes para ser efetiva nos testes in
vitro. Nesta perspectiva uma triagem virtual de produtos naturais com potencial
farmacoldgico também pode ser aplicada na proteina NS1 em estudos posteriores,
para que mais compostos obedecam a regra de Lipinski e possam inibir o virus da

Dengue utilizando a mesma cavidade do estudo.
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