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Resumo:

A febre Dengue € uma doenca sem tratamento especifico nem vacinas
disponiveis. Assim, este estudo tem por objetivo utilizar a estrutura 3D da
protease NS3 do virus Dengue como alvo em simulacdes de varredura
virtual, montar uma biblioteca com moléculas de produtos naturais e
identificar, pelo menos, uma molécula que possa ser adquirida e testada in
vitro. A estrutura da proteina alvo ligada ao inibidor (BEZ)(NLE)KR(OAR) foi
obtida na base PDB para simulacdes computacionais. A estrutura foi
minimizada por dindmica molecular e depois utilizada em simulacdes de
redocking. O programa escolhido foi o Vina, que foi capaz de recuperar a
pose cristalografica do ligante com escore médio de -9,0. A biblioteca de
produtos naturais com disponibilidade comercial da base de dados Zinc,
contendo 174.000 moléculas, foi obtida e avaliada conforme protocolo
validado. Os compostos melhores ranqueados que o ligante de referéncia
foram novamente avaliados por outras cinco varreduras. Apenas cinco
compostos apresentaram reprodutibilidade nas repeticbes e foram
aprovados pelos critérios ADMETox. O composto Zinc77256922, com escore
meédio de -9,9, foi escolhido por ter alta probabilidade de se ligar a enzima
viral e baixa probabilidade de produzir efeitos toxicos em células de
mamiferos.

Introducgao

A febre Dengue é uma doenca tropical provocada por um virus do
mesmo nome (DENV), o qual tem causado grandes epidemias no Brasil nas
ultimas déecadas (CAMARA et al, 2007). Ainda ndo existem vacinas nem
tratamento farmacoldgico especifico contra esta flavovirose, o que tem
despertado o interesse de pesquisadores em descobrir novas moléculas
capazes de controlar a evolugédo da doenca. Dentre os alvos pesquisados,
estd o complexo proteico NS2B-NS3, composto por um cofator de ativacao
(NS2B) e pela proteina NS3 com tripla atividade: serina protease, NTPase e
RNA helicase. Estudos sobre as proteinas NS2B e NS3 dos flavivirus ja tém
sido realizados, a exemplo do estudo feito por Pambudi et al. (2013), que
identificou um composto chamado SK-12, o qual inibiu eficientemente os
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guatro sorotipos de DENV com ECs de 0,4-4,92 pM, provando que pode ser
um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos contra DENV.
Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar a estrutura 3D da proteina NS2B-

NS3 do DENV como alvo em simulacfes de varredura virtual e identificar,
pelo menos, uma molécula que possa ser adquirida para testes in vitro.

Materiais e métodos

A proteina NS3 (protease) ligada a um peptideo inibidor foi obtida na
base de dados Protein Data Bank (PDB), com codigo de identificagcdo 3uli
(NOBLE et al, 2012). Métodos de simulacbes computacionais por dinamica
molecular foram aplicados a estrutura da proteina alvo para maximizar sua
interacdo com o ligante. Para isso, as coordenadas estruturais foram
minimizadas pelo método de gradiente conjugado até convergéncia do
sistema. As simulagGes foram realizadas em uma caixa perioddica contendo
agua TIP3 e 0,1M NacCl, pH 7,0, temperatura de 300K e 1 atm de pressao,
utilizando o campo de forca Charmm ¢35b2_c36a2, por meio do programa
NAMD?2.

As simulagbes de docking e varredura virtual foram realizadas nos
programas AutoDock, Vina e Molegro para identificar o mais adequado para
0 sistema em uso. Foram avaliadas a biblioteca de produtos naturais da
base de dados Zinc, mais a estrutura do ligante cristalografico
(BEZ)(NLE)KR(OAR) definido como padrdo para comparacédo e referéncia.
S6 os compostos melhores classificados que o inibidor de referéncia foram
considerados. Para evitar resultados falso-positivos, foram realizadas cinco
novas varreduras com os compostos melhores classificados. Os melhores
candidatos foram selecionados, levando em consideracdo o mais baixo valor
de rmsd, bem como o melhor escore do programa.

Os compostos selecionados pela varredura virtual foram filtrados
pelos critérios ADME/tox, por meio do programa Osiris Property Explorer,
gue leva em consideracdo, além dos parametros das regras de Lipinski,
outros que avaliam a carcinogenicidade, mutagenicidade e toxicidade aguda
dos compostos.

Resultados e Discussao

No Protein Data Bank, foi escolhida a estrutura NSB2-NS3 protease de
Dengue virus ligada ao peptideo modificado (BEZ)(NLE)KR(OAR), cédigo de
identificacdo 3uli com 2,3 A de resolucdo. A unidade assimétrica da estrutura
era formada por duas enzimas ligadas ao peptideo inibidor (cadeias A, B, C, D,
E e F). A sobreposicdo das duas enzimas mostrou divergéncias no
ancoramento do ligante. Entéo, as coordenadas foram editadas de modo que
apenas uma unidade biologica fosse utilizada, sendo escolhida aquela com
maior numero de intera¢cdes com o ligante (cadeias C, D e E).

A estrutura foi minimizada por dinamica molecular e depois utilizada
em simulacdes de redocking, e apenas o programa Vina foi capaz de
reproduzir a pose da estrutura cristalografica do ligante. Nos parametros do
programa, a caixa de busca tinha dimensodes de 20, 18 e 20, centradas nas
coordenadas 36, -42 e 46 nos eixos X, y e z, respectivamente. O escore
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obtido foi de -9,0, que também serviu como nota de corte, e a raiz quadrada
média da distancia (rmsd) encontrada foi de 1,36 A. Considerando que a
literatura recomenda uma por volta de 2,0 A, o resultado obtido foi
satisfatério.

Os compostos da biblioteca de produtos naturais obtidos da base de
dados Zinc foram transformados em coordenadas 3D, e neles adicionados
hidrogénios em pH 7,0 por meio do programa OpenBabel. A biblioteca foi
dividida em 174 arquivos com 1.000 moléculas cada, mais o ligante de
referéncia, para servir como nota de corte. Selecionados os melhores
compostos, foram realizadas cinco varreduras com 0S mesmos para evitar
falsos-positivos, cujos resultados sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 01. Escore médio dos compostos mais bem ranqueados em cinco
repeticdes, em relacdo ao ligante de referéncia. Neste caso, quanto o menor
valor, melhor o escore.

Composto Escore médio

85340592 -10,10 +/- 0,00
77256922 -9,90 +/- 0,00
253389983 -9,33 +/- 0,04
110266711 -9,23 +/- 0,04
25338998 -9,65 +/- 0,05
Ligante referéncia | -9,00 +/- 0,00

Dentre os cinco compostos selecionados pela varredura virtual, o que
apresentou menor toxicidade e melhor score no docking foi 0 composto
Zinc77256922 (figura 1).
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Figura 01 . Estrutura quimica do composto Zinc77256922 selecionado na varredura virtual e
avaliagdo da toxicidade in silico por meio do programa Osiris Property Explorer.

Levando em consideracdo os critérios ADME/Tox, a melhor molécula
candidata a farmaco encontrada nesta pesquisa foi a Zinc77256922, pois
possui 0 melhor drug score e maior probabilidade de se ligar a proteina alvo.

Conclusdes

Os resultados sugerem que a molécula Zinc77256922 tem maior
probabilidade de se ligar & proteina alvo no virus Dengue e baixa
probabilidade de causar efeitos téxicos em mamiferos. Desta forma, este
composto pode agora ser adquirido para ser testado como candidato a
inibidor da enzima e inibidor da atividade antiviral por meio de estudos in
vitro.
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