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RESUMO

O virus da dengue ¢ um membro do género Flavivirus da familia Flaviviridae e
inclui quatro sorotipos diferentes (DENV 1 A 4). Estimativas sugerem que metade da populagio
vive em dreas de risco de infeccdo. Portanto, hd uma necessidade urgente de identificar e
desenvolver farmacos antivirais eficazes para esse virus. Uma abordagem muito utilizada ¢ a
procura por compostos capazes de inibir a replicagdo viral. A proteina NS2B-NS3 tem papel
importante na replicagdo do virus sendo responsavel pela clivagem de poliproteinas virais e
consequente maturagdo da particula viral, sendo um alvo interessante para desenvolvimento de
drogas. Assim este trabalho propde a constru¢do de um modelo para triagem virtual de
potenciais inibidores da protease NS2B-NS3 do virus da dengue a partir dos bancos de dados
Nubbe (produtos naturais) e ZINC (FDA - farmacos liberados pelo Food and Drug
Administration dos EUA), andlises de ancoragem molecular ¢ estudo farmacocinético de
toxicidade das melhores moléculas encontradas. Na triagem o programa VROCS gerou um
ranking com os 500 melhores compostos que foram submetidos a ancoragem molecular pelo
GOLD. A partir da ancoragem foi possivel selecionar duas moléculas de cada banco com
melhor score de ancoragem e estas submetidas a analise farmacocinética de toxicidade. Por fim,
foi possivel concluir que os compostos Candesartana e Derifenacina, apresentam potencial de
inibi¢do da replicacdo do virus da dengue e os compostos do 2166 e 680, apesar de apresentarem
bons resultados na ancoragem necessitam de maiores estudos em relacdo a sua atividade

biologica.

Palavras-chave: virus da dengue, NS2B-NS3, triagem virtual, ancoragem.
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ABSTRACT

Dengue virus is a member of the Flavivirus genus of the Flaviviridae family and
includes four different serotypes (DENV 1 to 4). Estimates suggest that half of the population
lives in areas at risk of infection. Therefore, there is an urgent need to identify and develop
effective antiviral drugs for this virus. A widely used approach is the search for compounds
capable of inhibiting viral replication. The NS2B-NS3 protein plays an important role in virus
replication, being responsible for the cleavage of viral polyproteins and consequent maturation
of the viral particle, being an interesting target for drug development. Thus, this work proposes
the construction of a model for virtual screening of potential inhibitors of the NS2B-NS3
protease of the dengue virus, in addition to using the Nubbe (natural products) and ZINC (FDA
- drugs approved by the US Food and Drug Administration) databases, molecular anchoring
analysis and pharmacokinetic toxicity study of the best molecules found. In the screening, the
VROCS program generated a ranking with the 500 best compounds that were submitted to
molecular anchorage by GOLD. From the anchoring, it was possible to select two molecules
from each bank with the best anchoring score and these were subjected to pharmacokinetic
toxicity analysis. and the compounds of 2166 and 680, despite presenting good results in

anchoring, need further studies in relation to their biological activity.

Keywords: dengue virus, NS2B-NS3, virtual screening, docking.
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1 INTRODUCAO

1.1 0 VIRUS DA DENGUE

O virus da dengue (DENV) ¢ um membro do género Flavivirus da familia Flaviviridae
e inclui quatro sorotipos diferentes (DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4) (BARRETO-VIEIRA
et al., 2021; HASAN et al., 2016).

Os DENVs sdao mantidos por um ciclo endémico-epidémico envolvendo humanos e o
vetor mais representativo; o mosquito altamente domesticado, Aedes aegypti. Inicia-se com a
infeccdo da fémea do mosquito ao se alimentar de sangue contaminado durante a fase virémica
da doenga. Durante sua incubagdo, o virus infecta primeiro as células do intestino médio e
depois se dissemina para se replicar em varios tecidos do mosquito, infectando as glandulas
salivares. Uma vez que as glandulas salivares sdo infectadas, o mosquito se torna infectante por
toda a sua vida e pode transmitir o virus para outra pessoa durante a alimentacdo por sangue
humano (GUZMAN et al., 2016).

O tempo desde a infecgdo até o inicio da doenga em humanos varia de trés a quatorze
dias e tanto individuos sintomaticos quanto assintomaticos podem transmitir o virus da dengue
aos mosquitos (GUZMAN et al., 2016). A infec¢do por DENV apresenta um quadro clinico
diversificado, sendo geralmente caracterizada por febre e intensa dor corporal (RUT et al.,
2020). Mas a doenca varia de assintomatica até a forma grave, com presenca de febre
hemorragica; sendo uma infeccdo que afeta individuos de todas as faixas etérias (lactentes,
criangas, adolescentes e adultos) e ocasiona risco de vida (HASAN et al., 2016).

As melhores estimativas sobre os virus da dengue sugerem que mais da metade da
populagdo mundial (3,6 bilhdes de pessoas) vive em areas com risco de infeccdo e que
anualmente ocorre 390 milhdes de novas infec¢gdes por DENV, sendo 96 milhdes com quadro
sintomadtico, 10,2 milhdes de quadros graves da doenca e cerca de 20 mil 6bitos por ano.
(GUZMAN et al., 2016). O DENYV ¢ atualmente a causa de doenca viral com transmissdo por
mosquitos mais comumente observada(CANNALIRE et al., 2018) e uma das doencas tropicais
negligenciadas mais importantes do mundo (GUZMAN et al., 2016).

Historicamente, o primeiro caso de sintomas semelhantes ao da dengue foi relatado em
Madras (atual Chenai), India, em 1780. Ji a primeira epidemia de dengue comprovada
virologicamente ocorreu em Calcuté e na costa leste da India entre 1963 e 1964. Posteriormente,

devido ao aumento das taxas de crescimento populacional, aquecimento global, urbanizagao
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ndo planejada, controle ineficiente de mosquitos, maior circulagdo mundial de pessoas e falta
de instalagdes de saude, os casos de dengue foram se ampliando (HASAN et al., 2016).

No Brasil, acredita-se que a primeira epidemia de dengue tenha ocorrido entre 1846 e
1853 nas cidades de Sao Paulo e Rio de Janeiro. Na época, a doenga era conhecida por nomes
como polca (danca da moda na época), febre da polca e febre quebra-ossos. Na literatura médica
os casos de dengue devidamente relatados remetem ao primeiro quarto do século XX nas
cidades de Sao Paulo (1916) e Niter6i (1923). Ja a primeira epidemia documentada do ponto de
vista clinico e laboratorial ocorreu entre 1981-1982, em Boa Vista, Roraima; ocasionada pelos
sorotipos dengue-1 (DENV-1) e dengue-4 (DENV-4) (MONTEIRO et al., 2019).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) considera a dengue um grande desafio global
de satide publica na grande zona intertropical do planeta. Desde a década de 1960 as ocorréncias
de dengue experimentaram uma grande evolugdo em todo mundo, aumentando em 30 vezes,
com efeito direto em mais de 100 paises, incluindo EUA e alguns paises da Europa (HASAN
et al., 2016). No Brasil, o clima predominantemente tropical favorece a prolifera¢ao da dengue
em seus quatro sorotipos em circulagdo no pais (DENV-1 a DENV-4), constituindo uma
constante ameaga a populacdo (MONTEIRO et al., 2019).

Devido a transmissdo progressiva e ao aumento da gravidade da infec¢do por dengue, a
necessidade de uma vacina segura, eficaz e econdmica contra a dengue ganha importancia
consideravel; alternativa que esbarra na complexidade patologica dos quatro sorotipos do virus
e em investimentos insuficientes para garantir o seu sucesso (HASAN et al., 2016).

Outras pesquisas avancgadas sobre os DENV convergem no sentido de controlar a
transmissao do vetor (mosquito) na agua parada com uso de biotecnologia e, também, no
desenvolvimento de medicamentos antivirais com o objetivo de prevenir e tratar a infec¢ao da
dengue e evitar os episodios de risco de vida (HASAN et al., 2016).

Em relagdo as terapias antivirais, ndo hd medicamentos especificos em uso clinico e,
portanto, hd uma necessidade urgente de identificar e desenvolver agentes eficazes contra todos
os sorotipos. Nesse sentido, uma estratégia validada consiste em bloquear a maquinaria de
replicacdo viral visando principalmente as enzimas virais. Assim, ¢ uma necessidade de saude
urgente e ndo atendida a identificacdo de novas classes quimicas de inibidores do DENV

(CANNALIRE et al., 2018).
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1.2 TRIAGEM VIRTUAL

A triagem virtual (virtual screening) ¢ um avancgo tecnoldgico do final do século XX,
cujo objetivo € a otimizagao de todo o processo de design de farmacos, com controle de custos,
economia de tempo, redu¢do do volume de informagdes e residuos e sintese dos compostos de
interesse por algoritmos eficientes e métodos aproximados (WALTERS, STAHL,
MURCKO;1998). Desse modo, a triagem virtual ¢ uma técnica poderosa para identificar
moléculas de sucesso como pontos de partida para a quimica medicinal (LAVECCHIA et al.,
2013).

Em anos recentes, a VS se tornou um importante parte do arsenal da descoberta moderna
de drogas. Grande parte do impulso para usar a triagem virtual surgiu do aumento da pressao
para colocar compostos no pipeline de desenvolvimento e reduzir os custos de obtencao de
compostos adequados até este ponto (HAWKINS; SKILLMAN; NICHOLLS, 2007).

Com a triagem virtual, apenas compostos que “passam” em filtros de critérios de
interesse sdo avaliados dentre milhdes ou bilhdes de moléculas disponiveis em conjuntos de
grandes bibliotecas de compostos. Devido a utilizagdo de quimica combinatéria e triagem de
alto rendimento ¢ possivel processar rapidamente elevado nimero de compostos virtuais. Em
cada estdgio, uma grande porcentagem de compostos ¢ removida. Assim, o numero de
compostos que chegam aos estdgios finais € apenas uma pequena fracdo do total; como
consequéncia, mais tempo pode ser concedido na andlise de cada molécula (MURCKO et al.,
1998).

A triagem virtual pode ser dividida em duas grandes categorias, a saber: baseado em
ligante (LBVS) e baseado em estrutura (SBVS). Estratégias de LBVS utilizam dados de
atividade de estrutura de um conjunto de ativos conhecidos para identificar compostos
candidatos para avaliacdo experimental. Ja estratégias SBVS utilizam a estrutura tridimensional
(3D) do alvo bioldgico para encaixar as moléculas candidatas e classifica-las com base em sua
ligagdo prevista da afinidade ou complementaridade ao sitio de ligagdo (LAVECCHIA et al.,
2013).

Avangos da triagem virtual permitem ainda a mudanga no método convencional de um
unico processo de descoberta de medicamentos, possibilitam entender os mecanismos
moleculares dos efeitos colaterais dos medicamentos e também redirecionar produtos
farmacéuticos seguros. Assim, entendem-se que os métodos de VS desempenham um papel

importante na pesquisa de descoberta de drogas (LAVECCHIA et al., 2013).
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1.3 NS2B/NS3 PROTEASE

Geralmente os flavivirus sdo envelopados e compreendem um RNA de fita simples
positivo ((+)ssRNA) com um tamanho de genoma de aproximadamente 11 Kb (DA SILVA-
JUNIOR; DE ARAUJO-JUNIOR, 2019).

O genoma do DENV (Figura 1) ¢ traduzido em uma grande poliproteina clivada em trés
proteinas estruturais: a proteina precursora de membrana (prM), glicoproteina de envelope (E),
importante para a entrada do virus na célula, e capsideo (C) e sete proteinas nao estruturais:
NSI, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (DA SILVA-JUNIOR; DE ARAUJO-JUNIOR,
2019).

Figura 1: Organizagdo do genoma da poliproteina
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O genoma de RNA do virus da dengue codifica essa nica poliproteina, que precisa ser
processada no lado citoplasmatico da membrana do reticulo endoplasmatico rugoso da célula
hospedeira pela protease NS2B/NS3 do DENV. Assim, para a maturagdao das particulas de
DENV sao requeridas etapas de clivagem adequada de poliproteinas. Nesse contexto, a protease
NS2B/NS3 do DENV ¢ responsavel pela clivagem em 8 dos 13 sitios de clivagem de
poliproteinas virais (LIN et al., 2017).
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Como as proteases NS2B-NS3 encontradas nesses virus sdo responsaveis pelo
processamento de poliproteinas e consequentemente para a maturacao da particula viral, elas
sao consideradas alvos promissores para o desenvolvimento de medicamentos inibidores (LIN
etal., 2017; RUT et al., 2020).

O desenvolvimento de inibidores do complexo enzimatico NS2B-NS3 ¢ considerado
muito desafiador devido a natureza do sitio ativo (DA SILVA-JUNIOR; DE ARAUJO-
JUNIOR, 2019)e apesar de esforcos substanciais de pesquisa e recentes desenvolvimentos
promissores, os medicamentos antivirais de agdo direta para DENV ainda nao estao disponiveis
para combater as infec¢des pelo virus. (DA SILVA-JUNIOR; DE ARAUJO-JUNIOR, 2019;
LIN etal., 2017; RUT et al., 2020; WU et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Construir um modelo baseado em forma de um inibidor da protease NS2B-NS3 (virus
da dengue) extraido do Protein Data Bank (PDB) e realizar triagem virtual de compostos em

bancos de dados selecionados para teste de ancoragem molecular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir modelo baseado em forma de um inibidor extraido do complexo proteico
NS2B-NS3;

e Selecionar e preparar bancos de dados de compostos;

e Filtrar bancos de dados para exclusdo de moléculas indesejadas;

e Fazer triagem virtual baseada em forma e analisar o score;

e Submeter moléculas selecionadas na triagem ao estudo de ancoragem molecular e
analise da funcdo ChemPLP dos melhores compostos;

e Estudar toxicidade in silico dos compostos selecionados.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO E CONSTRUCAO DO MODELO BASEADO EM FORMA

Para a triagem em bancos de dados, foi extraida a estrutura de um inibidor alostérico do
complexo NS2B-NS3 protease, essencial para replicagdo viral e, portanto, para alvo de drogas.
O inibidor, ligado ao complexo proteico foi retirado da plataforma Protein Data Bank (PDB)
(www.rcsb.org), codigo identificador 6MOO.

No software BIOVIA Discovery Studio Visualizer 2021 isolou-se o inibidor, aqui
identificado como composto 9 conforme Yao et al. (2019) do complexo NS2B-NS3 protease
para construir o modelo baseado em forma. Esta etapa foi realizada com o auxilio do software
vROCS 3.4.3.0, OpenEye Scientific Sofiware, Santa Fé, Novo México, EUA (HAWKINS et
al., 2007).

3.2 SELECAO E PREPARACAO DOS BANCOS DE DADOS

Nesta etapa foram selecionados dois bancos de dados comerciais de compostos, as
bibliotecas do Food and Drug Administration (FDA), do ZINC e o Nucleo de Bioensaios,
Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE), biblioteca de compostos de
produtos naturais brasileiros.

Para a preparagdo dos bancos de dados escolhidos, foi utilizado o software FILTER do
OMEGA 4.1.2.0, OpenEye Scientific Software, Santa Fé, Novo México, EUA.

FILTER ¢ um ferramenta de filtragem e selecao molecular que usa uma combinagao de
calculos de propriedades fisicas e conhecimento de grupos funcionais para remover compostos
indesejaveis antes que eles entrem na triagem experimental ou virtual (“Molecular Filtering
Software | Filter”).

As propriedades indesejaveis incluem funcionalidades toxicas, alta probabilidade de
ligagdo covalente com a proteina alvo, interferéncia no ensaio experimental e/ou baixa
probabilidade de biodisponibilidade oral (“Molecular Filtering Software | Filter”).

Apos a filtragem, o OMEGA (versao 4.1.2.0) foi utilizado para criar as 500
conformagdes de menor energia de cada ligante nos banco de dados conforme descrito no
trabalho de Venhorst, et al. (2008). Esta etapa ¢ anterior a triagem virtual com céalculo de

sobreposi¢do realizada no vROCS.
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3.3 TRIAGEM VIRTUAL

Devido a sua velocidade e bom desempenho em estudos de VS relatados anteriormente,
ROCS foi escolhido como o método de VS baseado em ligante (VENHORST et al., 2008).

O ROCS classifica as moléculas com base de sua semelhanca com uma molécula ativa
conhecida, ou seja, ligante de referéncia, no espaco de forma 3D, usando fung¢des gaussianas
centradas no atomo para permitir maximiza¢ao rapida da sobreposi¢ao molecular (volume e
recursos), o chamado Tanimoto ComboScore (VENHORST et al., 2008).

O modelo baseado em forma construido foi usado como base para a realizagdo da
triagem virtual nos bancos de dados de conférmeros. Na triagem foram selecionados os 500

melhores modelos para a etapa de ancoragem molecular.

3.4 ANCORAGEM MOLECULAR

A ancoragem de proteina-ligante continua a ser uma area de intenso interesse da
industria farmacéutica. A triagem virtual ¢ comumente usada para gerar hits contra alvos de
drogas para os quais a estrutura ¢ conhecida, e o docking também ¢ muito utilizado em projetos
de design de drogas baseados em estrutura para priorizar os esfor¢os da quimica medicinal
(HARTSHORN et al., 2007).

Prever os modos de ligacdo e afinidades de compostos quando eles interagem com um
sitio de ligagdo a proteinas estd no centro do design de drogas baseado em estrutura.
Consequentemente, o nimero de algoritmos disponiveis para proteina-ligante ancoragem ¢
grande. DOCK,1 FlexX,2 PRO LEADS,3 e GOLD sao exemplos de programas de encaixe,
mas muitos outros sdo relatados na literatura (VERDONK et al., 2003).

Nos estudos de Nissink et al (2002); o GOLD mostrou uma taxa de sucesso de 68% no
conjunto de validagdo CCDC/Astex de 305 complexos extraidos do Protein Data Bank (PDB)
e, portanto, foi escolhido neste trabalho como software para ancoragem molecular.

Como todos os outros programas de docking, o GOLD consiste em trés partes
principais: uma fun¢do de pontuacdo para classificar diferentes modos de ligagdo; um
mecanismo para colocar o ligante no sitio de ligacdo; um algoritmo de pesquisa para explorar
possiveis modos de ligacdo. (VERDONK et al., 2003).

O GOLD usa um algoritmo genético (GA) no qual os seguintes parametros sao
modificados/otimizados: (a) diedros de ligagdes rotativas de ligantes; (b) geometrias de anéis

de ligantes (invertendo os cantos dos anéis); (¢) diedros de grupos OH de proteinas e grupos
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NH3; e (d) os mapeamentos dos pontos de ajuste (isto €, a posi¢ao do ligante na local de ligagao)
(VERDONK et al., 2003).

Os melhores ligantes selecionados nas bibliotecas do FDA ¢ NuBBe foram submetidos
ao estudo de ancoragem no software GOLD, e a apos o docking, as moléculas foram avaliadas
pela pontuagdo ChemPLP. Esta fun¢do de pontuagdo ¢ usada para modelar complementaridade
estérica entre proteina e ligante (KORB; STUTZLE; EXNER, 2009).

Nesta avaliagdo foram selecionadas duas moléculas de cada biblioteca.

3.5 ANALISE DE TOXICIDADE IN SILICO

A interacdo entre farmacocinética, toxicidade e poténcia ¢ crucial para medicamentos
eficazes. O perfil farmacocinético de um composto define suas propriedades de absorg¢ao,
distribui¢do, metabolismo e excrecao (ADME) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015a).

Nesta  etapa  do  trabalho  foi  utilizado o  programa  pkCSM
(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) para andlise de toxicidade das moléculas selecionadas no
GOLD, que considera os parametros descritos por Pires et al. 2015 de LD50 em ratos,

toxicidade para 7. Pyriformis, teste de AMES e LC50 em camundongos.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CONSTRUCAO DO MODELO BASEADO EM FORMA
Na figura 1 estd representado o modelo baseado em forma obtido a partir do ligante
identificado como Composto 9 por (YAO et al., 2019) extraido do complexo proteico NS2B-

NS3, contendo um doador de hidrogénio (esfera azul) e 5 anéis aromaticos (esferas verdes).

Figura 2: Modelo baseado em forma do complexo alostérico NS2-NS3

Fonte: Organizado pelo autor

4.2 TRIAGEM VIRTUAL

Ap0s a triagem virtual realizada no VROCS, € gerado um output com as 500 melhores
pontuacdes TanimotoCombo.

A pontuagdo do TanimotoCombo pode assumir valores de 0,0 a 2,0; quando dois
compostos estdo perfeitamente alinhados (e, portanto, sdo idénticos estrutural e
conformacionalmente), a pontuacao do TanimotoCombo ¢ 2,0 (TUCCINARDI et al., 2010).

Para os propositos deste trabalho foram selecionadas as 5 melhores pontuagdes dos dois
bancos de dados utilizados, Nubbe e Zinc, conforme representado nas tabelas 1 e 2

respectivamente.
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Nubbe ID TanimotoCombo

2162 0.7890
675 0.777
2166 0.7090
2002 0.6960
680 0.6830

Tabela 1: Ranking TanimotoCombo apds triagem no VROCS para os compostos do Nucleo
de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE).

ZINC ID TanimotoCombo
1996117  0.9160
3810860  0.8840
1530689  0.8380
100055899 0.8280
4097427  0.8130
Tabela 2: Ranking TanimotoCombo apos triagem no VROCS para os compostos do banco de
dados do ZINC.

Na triagem virtual realizada, o valor maximo encontrado foi 0,9160 para o composto

1996117 ¢ o menor valor foi 0,6830 para o composto 680.

4.3 ANCORAGEM MOLECULAR

A ancoragem molecular com o software GOLD gerou um relatorio com as 500 melhores
substancias docadas dos dois bancos de dados utilizados.

O GOLD conta com uma variedade de funcdes de pontuagdo (GOLDScore, ChemScore,
ASP e ChemPLP). Todas essas funcdes ja foram bastante exploradas, e o ChemPLP foi o que
apresentou melhores taxas médias de sucesso para os experimentos de previsao de pose do
ligante e VS utilizando diversos conjuntos de testes de validagdo. Isso levou o ChemPLP a ser
considerado a pontuagdo padrdo ouro para o software GOLD. (SOUZA; VALLE; REIS, 2020)

O ChemPLP (Piecewise Linear Potential) ¢ uma funcdo de pontuacdo empirica
otimizada para a previsdo de pose. Usa em seus termos as ligagdes de hidrogénio e numerosos
potenciais para modelar interagdes de van der Waals e potenciais de repulsao. O potencial linear
das partes € usado para modelar a complementaridade estérica entre a proteina e o ligante. A
fungdo ¢ para acoplamento covalente, considerando cadeias laterais flexiveis e moléculas de
agua explicitas na proteina (SOUZA; VALLE; REIS, 2020).

Portanto para este trabalho foram selecionadas duas moléculas com os melhores score

PLP de cada banco de dados que estdo listados nas tabelas 3 e 4 abaixo.
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Nubbe_ID Chem_PLP
2166 85.22
680 84.85

Tabela 3: Identificagdo e Score Chem PLP dos compostos do Nubbe

ZINC 1D Chem_PLP
4097427 83.88
1996117 81.53

Tabela 4: Identificagdo e Score Chem PLP de compostos do ZINC

E possivel observar que em comparagio as tabelas 1 e 2, os compostos com maiores
pontuagdes do ChemPLP ndo sdo necessariamente os maiores para o TanimotoCombo. Porém,
TUCCINARDI et al., 2010 estabeleceu uma correlagdo estatistica em que compostos com
maiores score TanimotoCombo e posteriormente submetidos ao docking pelo GOLD e
analisados pelo ChemPLP apresentados resultados confidveis em mais 60% dos casos.

A figura 3 demonstra de forma bidimensional a interagdo da proteina ligante, contenho
3 pontes de hidrogénio (linha pontilhada verde) nos aminoacidos Asn1167, Gly1087 e Leul 149
e 10 ligacdes hidrofobicas (estruturas ciliadas) nos aminoéacidos Lys1073, Asp1071, Lys1074,
Leul076, lle1165, Trp1083, Leul085, Gly1148, Vall146 Vall147.

Figura 3: Intera¢do proteina-ligante bidimensional e estrutura tridimensional apontando a
posi¢cao do composto no sitio ativo da proteina.

Valll46

1_NuBBE_2166

Fonte: Organizado pelo autor
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Esse composto selecionado ¢ da classe quimica dos lignoides de origem semisintética,
extraida e isolada da fruta de Virola Sebifera, conforme estudos de LOPES; YOSHIDA;
GOTTLIEB, 1982.

A Virola Sebifera, ¢ uma espécie arbérea de nome comum Ucuuba-do-cerrado de
ocorréncia natural na Venezuela e no Brasil (“Ucuuba-do-Cerrado: Virola sebifera. - Portal
Embrapa”, [s.d.])

A espécie foi relatada por produzir uma gordura que ¢ valorizada para tratamento de
reumatismo na Venezuela. Embora no Brasil essa gordura de “Ucutba” seja utilizada para fins
industriais, e a casca da arvore serve na preparagao de rapés alucindgenos por indigenas da
Amazénia (LOPES; YOSHIDA; GOTTLIEB, 1982). Contudo, conforme informagdes
extraidas do NuBBE, essa molécula ndo tem atividade biologica relatada na literatura.

A figura 4 apresenta a interacdo bidimensional da proteina-ligante, onde ¢ possivel
identificar 3 pontes de hidrogénio (linha pontilhada verde) nos aminoécidos Lys1074, Trp1083
e Leull49 e 7 ligagdes hidrofobicas com os aminoéacidos Trpl1069, Leul085, Lys1073,
Leyl1076, Ole1165, Gly1148 e Vall147.

Figura 4: Interacao proteina-ligante bidimensional e estrutura tridimensional apontando a
posi¢do do composto no sitio ativo da proteina

e

Vall 147

2_NuBBE_680

Fonte: Organizado pelo autor

Este composto descrito pelos trabalhos de BORGES et al., 2011 foi extraido de uma

cepa de fungo endofitico Chaetomium globosum, isolada das folhas de Viguiera robusta
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(Asteraceae), um arbusto nativo do Brasil, encontrado comumente no cerrado. O nome comum
dado ao composto no trabalho de Borges foi chaetoviridina H. E, embora esta molécula ndo
tenha relatos de atividade bioldgica na literatura, BORGES et al., 2011, aponta grande
semelhanga com a chaetoviridina A, que notadamente tem atividade inibidora de tumores em
camundongos e mostrou atividade antifingica, inibindo o crescimento de micélios de
Pyricularia oryzae.

Na figura 5 estao representadas as interagdes proteina-ligante do composto Candesartan,
identificado no banco de dados ZINC como 4097427, onde ¢ possivel identificar trés ligagdes
de pontes de hidrogénio nos aminoacidos Lys1074, Trp1083 e Asnl167e nove interagdes
hidrofébicas nos aminoacidos Trp1069, Leul085, Leull49, Leul076, Ile1165, Thr1120,
Trh1122, Gly1121 e Thr1168.

Figura 5: Interagdo proteina-ligante bidimensional e estrutura tridimensional apontando a

posicdo do composto no sitio ativo da proteina.

1_ZINC_4097427

Fonte: Organizado pelo autor

A candesartana ¢ um derivado do tetrazol (anel heterociclico de cinco membros com 4
atomos de nitrogénio). Clinicamente ¢ usado na forma de Candesartan Cilexetil, um pro-

farmaco que ¢ quimicamente um éster etilico do dcido com a férmula quimica C33H34N606.
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Este medicamento € um antagonista do receptor tipo 1 da angiotensina II, causando uma reagao
de reducgdo da pressdo arterial e retenc¢ao de liquidos (VALENTINA et al., 2022).

O estudo de VALENTINA et al., 2022 conclui que o tratamento com candesartan foi
eficaz na inducao da inibicao da replicacao e na reducao da porcentagem de infeccdo em um
modelo de infec¢do secundaria pelo virus da dengue.

A figura 6 demonstra a interagdo proteina ligante do composto Darifenacina (ZINC ID
1996117), formando uma ligacdo de hidrogénio no aminoacido Vall147 e dez interagdes

hidrofébicas.

Figura 6: Interacdo proteina-ligante bidimensional e estrutura tridimensional apontando a
posi¢cao do composto no sitio ativo da proteina.

2_ZINC_1996117

Fonte: Organizado pelo autor

A darifenacina ¢ um antagonista seletivo do receptor M3 muscarinico que foi avaliado
em ensaios clinicos em pacientes com sindrome da bexiga hiperativa (OAB) usando uma
formulagao de liberacao controlada (CROOM; KEATING, 2004).

Em estudos in silico ODHAR et al., 2021 realizaram uma triagem virtual baseada em
estrutura para redirecionar medicamentos aprovados pela FDA contra a protease NS2B/NS3 do
virus Zika e relataram que o agente antimuscarinico Darifenacina pode ter capacidade potencial
para inibir a protease NS2B/NS3 do virus Zika. A droga foi capaz de manter a proximidade do

sitio ativo da protease durante a simulagao.
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4.4 ANALISE DE TOXICIDADE IN SILICO

Na tabela 5 foram apresentados os resultados para o estudo farmacocinético realizado
no software pkSCM.

O pkSCM usa o conceito de assinaturas estruturais baseadas em graficos para estudar e
prever uma variedade de propriedades ADMET para novos compostos quimicos (PIRES;

BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Max. Oral Rat T Puri
coMposTo  AMES tolerated  BERGI HERGII  Acute Hepatot "t’ ° Minnow
] toxicity =~ dose  imhibitor imhibitor Toxicity oxicity "m”,hm“ toxicity
city

(human) (LD50)

NuBBe 2166 No 0.656 No Yes 1.813 No 046 -197
NuBBe 680 No 0.619 No Yes 2736 No 0296 -4 841
ZINC 4097427 Yes 0351 MNo Yes 258 No 0285 -1.213
ZINC 1996117 Yes 0256 Yes Yes 2158 No 0288 -0.889

Tabela 5: Estudo farmacocinético de toxicidade realizado pelo pkCSM

O teste de AMES é um método amplamente empregado para avaliar um composto com
potencial mutagénico usando bactérias. Um teste positivo indica que os compostos sio
mutagénicos e, portanto, podem atuar como cancerigenos (PIRES; BLUNDELL; ASCHER,
2015b). Na tabela, nota-se que ambos os compostos do ZINC, a Candesartana e a Derifenacina
deram positivo para potencial mutagénico, em contrapartida os compostos do NuBBe nao
apresentaram indicativos de atua¢do como cancerigenos.

A dose maxima tolerada por humanos ¢ uma extrapolagao feita por estudos em animais
que indica a quantidade maxima de droga recomendada para inicio em ensaios clinicos, €
conforme descrito por PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015b, valores menores ou iguais a
0.477 sdo considerados baixos e acima de 0.477 considerados altos.

Assim, para os compostos testados ¢ possivel observar que o 2166 e o 680 sdo
classificados como altos com valores de 0.656 e 0.619, respectivamente, indicando que seria
necessaria uma dose mais alta dessas substancias para causar efeitos adversos inaceitaveis.
Ambos os compostos do ZINC apresentaram valores menores que 0.477.

A inibi¢do dos canais de hERG I e II, codifica a subunidade formadora de poros

dos canais de potéssio, que € importante para a repolarizagdo cardiaca. Quando € inibida
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causa o desenvolvimento da sindrome do QT longo adquirido levando a arritmia
ventricular fatal(PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015b)

Para hERG I apenas o composto 1996117 apresentou potencial agao inibidora e para
hERG II todos os compostos deram positivo para ag¢ao inibidora, presume-se assim, que nao
haveria boa aceitabilidade para pacientes com problemas cardiovasculares.

Para a toxicidade em camundongos (LC50) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015b)
estabelecem que valores menores que -0.3 classificam o composto como altamente toxico, o
que nao ¢ observado em nenhuma das substancias testadas.

A lesdo hepatica induzida por drogas ¢ uma importante preocupagdo de seguranga para
o desenvolvimento de drogas (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015b). Nenhum dos
compostos analisados apresentaram hepatoxicidade conforme observado na tabela 5.

A toxicidade para T. Pyriformis, ¢ comumente usado como parametro. Compostos que
apresentam valores maiores que 0.5 ug/l sdo considerados toxicos, nenhum dos compostos
apresentaram toxicidade para 7. Pyriformis.

O teste de LD50 em ratos mensura a quantidade maxima de composto aplicado que
causa morte em 50% do grupo de teste em animais, ou seja, quanto maior a dose necessaria,
menor a toxicidade do composto. Assim, nas substancias analisadas conclui-se que os
compostos 680 e 1996117 (Defiranacina) tem os maiores valores de LD50. O menor valor

apresentado foi o da Candesartana.

5 CONCLUSAO

e Através de triagem virtual e docking foi possivel identificar moléculas com caracteristicas
conformacionais e farmacocinéticas favoraveis a inibicao da proteina de replicagio NS2B-
NS3.

e Os compostos 4097427 e 1996117 sdo potenciais candidatos a reposicionamento de drogas,
uma vez que a Candesartana ja foi relatada como inibidora de replicacdo do virus da dengue
e a Derifenacina apresentou atividade inibidora da protease NS2B-NS3 do virus Zika.

e Os compostos 2166 e 680 apresentaram resultados promissores na ancoragem molecular,
superiores aos compostos aprovados pela FDA do banco dos dados ZINC, porém carecem

de maiores estudos de elucidacdo de sua atividade biologica.
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